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Todos los materiales expuestos al agua o a otro fluido sufren con frecuencia el fenómeno 
conocido como fouling o incrustamiento, que consiste en la formación de depósitos no deseados sobre 
las superficies que están en contacto con dicho fluido. Este fenómeno es de gran importancia debido a 
las altas pérdidas económicas que ocasiona, como ejemplo, se ha calculado que en países 
industrializados el fouling que se forma en intercambiadores de calor y condensadores puede 
representar hasta el 0,25% del Producto Interior Bruto (Steinhagen et al., 1992).  
 Dentro de los diferentes tipos de fouling que se producen en sistemas refrigerados 
con agua de mar, son el biofouling y la corrosión los que ocurren con mayor frecuencia (Epstein, 
1982). El biofouling se define como la acumulación de depósitos, esencialmente microbiológicos a 
partir de lo que se denomina biofilm o biopelículas. 
 En condensadores e intercambiadores industriales donde se realiza la transferencia 
de calor entre un medio caliente y uno frío, las biopelículas forman una capa que aísla la superficie de 
los tubos de la fase líquida, dando como resultado la reducción de la capacidad de transferencia de 
calor y, por tanto, un aumento en el consumo de energía. 
 En sistemas industriales refrigerados con agua de mar en circuito abierto el aporte 
de productos químicos al agua de refrigeración es la práctica más usual para controlar el crecimiento 
de estos depósitos. Como consecuencia de esta estrategia antifouling se vierten ingentes cantidades 
de biocidas al medio circundante una vez el biocida ha pasado por todo el circuito. El cloro es el 
agente antifouling más comúnmente usado a nivel industrial debido a su bajo coste y alta efectividad. 
Sin embargo, presenta un alto coste ambiental por la formación de productos subhalogenados en 
contacto con el agua de mar. 
 La importancia de este fenómeno, tanto a nivel económico como medioambiental, no 
ha pasado desapercibido a nivel gubernamental. En la Directiva 96/61/CE actualmente Directiva 
2008/1/EC relativa a la Prevención y al Control Integrados de la Contaminación donde se consideran 
las Mejores Técnicas Disponibles (MTDs), se hace referencia a la necesidad de reducir la emisión de 
sustancias químicas al medio acuático aplicando métodos alternativos (no químicos) al agua 
refrigerante en sistemas de refrigeración industrial. 
 Generalmente, el biofouling es considerado como un problema que tiene su origen 
en la formación de biopelículas, por tanto, para entender los efectos y dinámica del biofouling y para 
designar contramedidas adecuadas es importante comprender los procesos de formación y desarrollo 
de las biopelículas (Flemming, 2002). Las biopelículas se dan en casi todos los ambientes conocidos, 
de hecho, el 80 % de las bacterias de la naturaleza viven formando comunidades sésiles (Davies, 
2003).  
 Los microorganismos principales que forman la biopelícula en intercambiadores de 
calor son bacterias que proceden del agua de alimentación que se utiliza para refrigerar el sistema, 
éstas aprovechan las condiciones únicas que ofrece esta forma de vida, existiendo, desde el punto de 
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vista de la formación del biofouling, dos principales factores que hay que tener en cuenta a la hora de 
abordar estudios de este tipo: (1) la estabilidad mecánica que la matriz de polímeros proporciona, y 
que es la principal barrera para poder eliminar la biopelícula, y (2) el aumento de la resistencia de los 
microorganismos de la biopelícula a los biocidas, que puede ser hasta 2 o 3 órdenes de magnitud 
mayor que en organismos planctónicos en suspensión (Flemming, 2002). 
 En este contexto y gracias a la colaboración entre una importante empresa de 
producción de energía como es ENDESA GENERACIÖN S.A y el departamento de Tecnologías del 
Medio Ambiente de la Universidad de Cádiz se han podido llevar a cabo varios proyectos de 
investigación enmarcados en el estudio del fenómeno del biofouling en intercambiadores de calor y 
condensadores.  
 En este ámbito se ha querido dar un paso hacia delante en el análisis del fenómeno 
del biofouling por lo que se ha empleado técnicas moleculares que permitan identificar las 
comunidades bacterianas responsables de la formación y crecimiento de biopelículas en el interior de 
los tubos del intercambiador de calor.  
 Para lograr este novedoso objetivo se ha contado con un importante elemento que 
ha permitido realizar los estudios in situ. Se trata de una planta piloto ubicada dentro de la instalación 
y a escasos metros de la captación de agua de mar para refrigeración. Esta planta diseñada para 
abordar el problema del fouling desde diferentes perspectivas permite evaluar la acumulación de 
depósitos en el interior de los tubos mediante parámetros indirectos que son proporcionados 
automáticamente por la propia planta.  
 Por otro lado, siguiendo las pautas dadas por la Unión Europea (Directiva 
2008/1/CE) en lo referente a la aplicación de métodos alternativos al uso de biocidas, se ha 
comenzado el estudio de una nueva estrategia de control del biofouling basada en la capacidad que 
tienen algunas bacterias para regular diferentes comportamientos en función de la densidad celular 
presente. Es lo que se denomina quorum sensing y regula, entre otros comportamientos, la formación 
de biopelículas mediante la produccción de pequeñas moléculas señales que son capaces de 
interpretar el resto de la población cuando la densidad celular es la adecuada. Interceptando la 
comunicación entre las bacterias se podría inhibir la formación de las biopelículas.  
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OBJETIVOS GENERALES 
Este estudio se ha enfocado en el análisis de las comunidades bacterianas desarrolladas en 
el interior de los tubos de enfriamiento de un intercambiador de calor-condensador. Los objetivos 
generales que se han planteado son los siguientes: 
i) Colonización y evolución de las comunidades bacterianas. 
 
ii) Efecto de biocidas. 
 
iii) Estudio de Quorum Sensing 
 
  
2. Antecedentes 
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2.1. BIOFOULING 
Se entiende por biofouling la deposición no deseada de microorganismos sobre una 
superficie. Estas acumulaciones de microorganismos se denominan biopelículas o biofilms 
(Characklis, 1990) se considera que son el primer estadio de formación del biofouling o 
bioensuciamiento. 
El término biofouling proviene de fouling y se refiere a la deposición indeseable de materia 
sobre una superficie (Epstein, 1981). Según el tipo de depósitos acumulados se clasifican en 
diferentes tipos de fouling (Flemming, 1991):  
1. fouling por precipitación o scaling cuando el depósito es materia inorgánica precipitada. 
2. fouling orgánico es la deposición de sustancias orgánicas tales como aceites, proteínas, 
 sustancias húmicas. 
3. fouling particulado, es la deposición de arcillas, sílice y otras partículas 
4. biofouling o fouling biológico, es la adhesión de microorganismos a superficies y desarrollo 
de biopelículas. 
Otros autores presentan una clasificación más restringida. Por ejemplo, Characklis (1990) 
distingue entre tres tipos de fouling: corrosión, fouling por precipitación y biológico.  
En los primeros casos, el aumento de la acumulación de materiales procede del transporte y 
deposición abiótica de la fase acuosa sobre la superficie, por lo que el fouling puede ser controlado 
mediante la eliminación de los materiales acumulables de la fase líquida. Sin embargo, el caso de 
biofouling es muy diferente ya que los microorganismos pueden multiplicarse. Flemming (1991) 
evidenció la complejidad de este fenómeno, si fuera posible eliminar el 99,9% de todas las bacterias 
de un sistema mediante pretratamiento todavía habría suficiente inóculo para entrar en él, adherirse a 
la superficie y multiplicarse a expensas de sustancias biodegradables. En la mayoría de los casos, el 
biofouling es causado por organismos heterotróficos y, por lo tanto, convierten la materia orgánica 
disuelta en biomasa como si de un bioreactor se tratase. Las sustancias disponibles en el medio que 
desempeñan el papel de nutrientes, indirectamente mantienen la formación de fouling. La mayoría de 
las estrategias antifouling están dirigidas a eliminar los microorganismos y el papel de los nutrientes 
como fuente potencial de biomasa es un aspecto que generalmente no se tiene en cuenta. De hecho, 
algunos biocidas aumentan la concentración de nutrientes por la oxidación de sustancias orgánicas 
persistentes, aumentando su biodisponibilidad (LeChevallier, 1991).  
Como es virtualmente imposible mantener un sistema industrial en condiciones estériles, 
como es el caso de intercambiadores de calor, los microorganismos siempre estarán presentes a la 
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espera de nutrientes que les hagan posible su desarrollo. Por tanto, todas las sustancias 
biotransformables pueden ser consideradas como fuente potencial de biomasa. 
Generalmente, se considera que el origen del problema del biofouling está basado en la 
formación de biopelículas (Flemming, 1996). De tal forma que para entender los efectos y dinámica del 
biofouling y diseñar estrategias adecuadas, es importante entender la naturaleza del proceso de 
formación de las biopelículas y su desarrollo. Desde un punto de vista microbiológico, no existe un 
organismo típico sino que, en general, se trata de un problema complejo en el que participan 
comunidades de microorganismos muy diversas.  
 
 
 
 
Fenómenos de biofouling y, por tanto, de biopelículas asociadas, están presentes en gran 
variedad de ambientes, desde placas dentales hasta ambientes naturales y artificiales. Problemas 
relacionados con el biofouling han sido descritos en los sistemas de distribución de agua potable, 
industrias offshore, embarcaciones, plantas de generación de energía térmica, hidroeléctricas, plantas 
nucleares, industrias químicas y, en general, cualquier actividad industrial que requiera procesos de 
refrigeración (Videla, 1995). Este último caso y más concretamente en intercambiadores de calor es el 
objeto de este estudio (Figura 2.1) 
Figura 2.1. Efectos de la formación del biofouling en la placa tubular de un condensador en la Central Térmica Los Barrios (Bahía de 
Algeciras). Fotografías tomadas durante una parada obligatoria para la limpieza de equipos. 
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 Los efectos de la formación de biofouling generalmente se traducen en una disminución 
importante del rendimiento de los sistemas industriales, riesgos para la salud, deterioro de materiales 
y reducción de la vida útil de los materiales.  
 
2.2. BIOFOULING EN INTERCAMBIADORES DE CALOR-
CONDENSADOR REFRIGERADOS POR AGUA DE MAR.  
El proceso en un intercambiador de calor es el siguiente: el vapor una vez expansionado en 
la turbina, entra en un condensador donde se realiza la transición de fase vapor a líquido. Esto es 
posible gracias a un flujo de agua que pasa a través de haces tubulares a una velocidad determinada 
para mantener las condiciones óptimas de transferencia de calor (Eguía, 1998). Cuando existe 
biofouling, los depósitos biológicos adheridos a la superficie interior de los tubos disminuyen la 
transferencia de calor y aumentan la resistencia al flujo, lo que se traduce en pérdidas significativas en 
el rendimiento térmico del ciclo. 
Por tanto, la eficiencia de un intercambiador de calor disminuye notablemente a causa de las 
biopelículas (Characklis, 1990; Satpathy, 1999) debido a la formación de una capa viscosa que aísla la 
superficie del intercambiador de calor de la fase líquida dando como resultado un aumento de la 
resistencia a la transferencia de calor (Eguía et al., 1996). Además, aumenta la resistencia a la 
fricción, por lo que aumenta el consumo de energía y disminuye el flujo. Este aspecto se considera el 
problema más costoso para estos sistemas (Melo y Bott, 1997). Los intercambiadores de calor que 
operan en un rango de temperatura entre 5-60 
o
C siempre presentan biopelículas, aunque se intentan 
mantener por debajo de un umbral permisible.  
En el condensador, el agua de refrigeración puede ser agua dulce o salada. Si es agua 
marina (como en este estudio), la formación del biofouling suele ser más acusada debido 
fundamentalmente a su elevada actividad biológica y a la naturaleza corrosiva de las sales del agua 
(Wahl, 1989). 
La detección de biopelículas en un intercambiador de calor usualmente ocurre de forma 
indirecta y son precisamente los factores negativos (disminución de la transferencia de calor y 
aumento de la resistencia) los que dan indicios de que existe un problema de biofouling. En la 
práctica, se considera la presencia del problema una vez que éste afecta al rendimiento y las 
estrategias que se adoptan no tienen efecto. Entonces el problema se atribuye a un proceso de tipo 
biológico y en la mayoría de los casos es correcto (Flemming, comunicación personal, 2002). 
Desde el punto de vista de la industria, las consecuencias que conlleva el fenómeno de 
biofouling en condensadores se pueden resumir en cinco puntos: 
i) Pérdidas de energía por el incremento de la resistencia a la transmisión del calor en el 
condensador. 
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ii) Pérdidas de energía por el incremento friccional del fluido debido a que el biofouling 
adherido a las paredes internas de cada tubo reduce el diámetro interno y produce un 
aumento en la rugosidad del soporte. 
iii)  Incremento del coste inicial, debido a la construcción de mayores superficies de contacto 
en los intercambiadores de calor previstos para cuando se presente biofouling. 
iv) Incremento del coste final, debido a la necesidad de reemplazar prematuramente el 
equipo, debido a la corrosión que se puede experimentar bajo el depósito (Tatnall, 1990; 
Lewis y Mereer, 1984). 
v) Paradas imprevistas o tiempos muertos, para la limpieza de equipos lo que pueden 
generan pérdidas del orden de un millón de dólares al día (Eguía, 1998). 
 
2.2.1 Medidas de biofouling en intercambiadores de calor-condensador. 
Existen medidas directas e indirectas que permiten obtener datos sobre la evolución de 
biopelículas en el interior de los tubos de un intercambiador de calor-condensador. 
Las medidas directas consisten en evaluar la masa del depósito, el número de 
microorganismos y/o el espesor de la biopelícula (Characklis, 1990). Estas medidas se pueden llevar a 
cabo mediante un dispositivo que proporcione una superficie para la fijación de los organismos, 
simulando la porción del circuito que se desea controlar. Las probetas, generalmente anillos o 
secciones de tubos del metal, son sometidos a condiciones similares a las imperantes en el equipo de 
operación y sobre los mismos se aplican las diferentes técnicas de análisis (Videla et al., 1990). 
Las medidas indirectas consisten en correlacionar ciertos parámetros con el espesor de la 
biopelícula. Estos parámetros pueden ser resistencia a la transferencia de calor, resistencia por 
fricción del fluido, calor intercambiado, esfuerzo de corte, determinación del carbono orgánico de la 
biopelícula (COT), demanda química de oxígeno (DQO) y actividad microbiana (Eguía, 1998). Las 
medidas indirectas son los procedimientos más empleados en sistemas industriales. 
En el presente trabajo, para poder estudiar el fenómeno de biofouling en un intercambiador 
de calor de una central térmica, se diseñó una planta piloto con un intercambiador de calor a escala. 
La planta trabajaba en paralelo y bajo las mismas condiciones de operación que el sistema real, una 
central térmica de producción de energía de 550 MWe en la Bahía de Algeciras (Cádiz) (Tabla 2.1). 
 
VARIABLE CENTRAL TÉRMICA PLANTA PILOTO 
Material de los tubos Titanio grado 2 Titanio grado 2 
Dimensiones de los tubos  13,40x15,88 mmx3m 
Velocidad de paso por los tubos 2 m/s 2 m/s 
Salto térmico (entrada-salida tubos) 0,85-1ºC/m condensador 1-1,2 ºC/m condensador 
Temperatura exterior de los tubos 34-36ºC 35 ± 0,2ºC 
Concentración de cloro 0,20 ppm 0,20 ppm 
Tabla 2.1. Características del intercambiador de calor de la planta piloto y del condensador de la central térmica Los Barrios. 
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El objetivo fue investigar este fenómeno desde un punto de vista biológico, concretamente 
estudiando cuales eran las comunidades de bacterias que colonizaban los tubos. Previamente se 
realizaron estudios que analizaron la formación del biofouling en tubos de aleación latón-aluminio 
mediante medidas directas e indirectas (Nebot et al., 2006), las principales conclusiones que se 
obtuvieron tras un período de tres años en diferentes estaciones fueron: 
i) En general, existe una buena correlación entre el total de fouling formado y la 
abundancia de zooplancton observado en el agua de mar utilizada para la 
refrigeración de la planta. La primavera es la estación más favorable para la 
acumulación del fouling. Esta conclusión, también se obtuvo en estudios posteriores 
realizados con tubos de titanio. 
ii) La fracción orgánica del fouling es menor de lo esperado para una latitud templada 
(25% aproximadamente). Estos datos indicaban una mayor importancia de fenómenos 
como la precipitación, deposición y corrosión frente al crecimiento biológico que en 
otras centrales. 
iii) Se detectó una mayor proporción de carbono orgánico durante primavera y verano, 
sugiriendo un aumento en la actividad biológica en las estaciones más calidas.  
En cuanto a las medidas indirectas, se obtuvieron las siguientes conclusiones: 
iv) El factor de fricción (f) no resultó ser un buen parámetro de estimación del fouling 
formado debido a que no mostraba suficiente sensibilidad. 
v) La resistencia a la transmisión de calor (Rf) fue un buen parámetro para monotorizar el 
desarrollo del fouling, obteniéndose una buena correlación con respecto a la 
dosificación con cloro. 
Comparando como afectaba el material de los tubos a la formación del fouling se realizó una 
comparativa entre el titanio y latón-aluminio. Los datos obtenidos indicaron que para todas las 
estaciones del año, los tubos de titanio eran más propensos al ensuciamiento, aunque, los procesos 
de formación eran más lentos que con tubos de latón. Este comportamiento se atribuye a las 
características no tóxicas de los tubos de titanio (Nebot et al., 2007).  
En un estudio realizado con tubos de titanio, se observó, que entre todos los metales 
medidos, C, H, N y S, éste último era el único que sufría un aumento significativo a medida que 
transcurrían los días de colonización, el resto mantenía una concentración estable (Casanuevas-
Robles, 2008). 
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2.2.2  Métodos de tratamiento antifouling en intercambiadores de calor-
condensador. 
Existen principalmente dos tipos de métodos: los métodos físicos que tratan de eliminar la 
biopelícula mediante fuerzas mecánicas y los métodos químicos (tabla 2.2) que consisten en la 
utilización de aditivos o mezcla de ellos cuya función es la de interferir en el proceso de formación de 
la biopelícula. 
 
AGENTE ACTIVIDAD 
SECUESTRANTE Forma un complejo químico con el depósito para mantenerlo en solución o suspensión 
DISPERSANTE Trasmite carga a la superficie del intercambiador de calor para asegurar que la materia particulada 
permanece en suspensión 
QUELANTE Forma un complejo químico con las especies que forman incrustación 
BIOCIDA Mata o incapacita al generar daños irreversibles en la estrucutra vital o en las funciones de los 
microorganismos  
 
La mayoría de los sistemas industriales con problemas de biofouling adoptan estrategias que 
incluyen ambos métodos (químicos y físicos) para la eliminación y control del biofouling. La utilización 
de una u otra técnica irá en función de las características específicas de cada unidad.  
Son numerosos los métodos físicos empleados para la eliminación del biofouling, entre ellos 
se pueden citar los siguientes: tratamientos térmicos (óptimo para la eliminación de macrofouling pero 
no de microfouling), alta velocidad del agua (su eficacia disminuye progresivamente con el tiempo y no 
elimina completamente la capa de biofouling), sistemas de filtrado (buenos resultados pero sólo es 
utilizable en condiciones de bajo flujo), métodos de limpieza “on line” como es el caso de uso de bolas 
abrasivas (método óptimo para controlar el biofouling pero de efecto transitorio), tratamiento 
ultravioleta (es costoso, requiere de aguas de baja turbidez e incrementa el calor generado) y pintado 
de la superficie (ampliamente usado pero sólo válido para sistemas de fácil accesibilidad). 
Los métodos químicos consisten en el empleo de aditivos siendo el uso de biocidas el 
principal. El objetivo es la inactivación de las células presentes en el agua. La efectividad del biocida 
depende de muchos factores como el tipo de biocida, concentración, interferencia del biocida con 
otras sustancias disueltas, pH, temperatura, tiempo de contacto, tipos de organismos presentes y 
estado fisiológico. En general, altas temperaturas, largos tiempos de contacto y alta concentración de 
desinfectante son pautas que mejoran el grado de saneamiento. Los productos más utilizados son 
cloro, bromo, ozono y ácido peracético (APA) (Eguía, 1998). En la Tabla 2.3 se muestran las 
principales ventajas e inconvenientes de estos biocidas. 
Tabla 2.2.Aditivos comunes en el tratmiento de aguas (Bott, 1995). 
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En la central térmica, donde estaba ubicada la planta piloto, para combatir la formación del 
biofouling en el intercambiador de calor se utilizan tanto métodos físicos como químicos. En el primer 
caso se utiliza un sistema de limpieza mecánica denominado Sistema Taprogge que consiste en la 
recirculación continua de bolas limpiadoras a través de los tubos de enfriamiento del intercambiador 
de calor, y por otro lado, como método químico se usa el cloro como desinfectante en toda la planta 
industrial. 
La cloración del agua de refrigeración es una de las técnicas más empleadas en el control de 
biofouling. El tratamiento mediante cloración intermitente o continua permite mantener en niveles 
aceptables el rendimiento de muchos condensadores de centrales térmicas que usan el agua de mar 
como sistema de refrigeración.  
Fruto de intensas investigaciones, es conocido el efecto negativo sobre el medio ambiente 
que tienen los productos derivados del cloro una vez que completado el ciclo en el sistema industrial el 
efluente es vertido al medio receptor (White, 1992), de hecho, libera subproductos como los 
compuestos organohalogenados (Jenner et al., 1997) que son contaminantes tóxicos, 
carcinogenéticos y persistentes en el medio y, por tanto, podrían entrar en la cadena alimentaria. Por 
esta causa, existe una inquietud general que motiva el descubrimiento de estrategias alternativas 
menos contaminantes.  
En la planta piloto se realizaron estudios previos que analizaron la formación del biofouling en 
tubos de aleación latón-aluminio utilizando el cloro como biocida (Nebot et al., 2006), las principales 
conclusiones que se obtuvieron tras un período de tres años fueron:  
i) El fouling acumulado disminuía exponencialmente en relación a la dosificación del cloro. 
También se observó que las diferencias estacionales también disminuían. 
ii) La concentración de cloro residual aplicada en la central eléctrica, 0,2 mg/l, es adecuada 
para prevenir la formación del fouling, aproximadamente se consigue el 90% de reducción 
en la cantidad de fouling formado, con un perdida de eficiencia de calor transferido de sólo 
14,3% después de 85 días. 
 
VENTAJAS INCONVENIENTES 
CLORO 
Amplio espectro de actividad. 
Puede ser generado en la zona de trabajo. 
Destruye la matriz de la biopelícula y la separa del 
sustrato. 
Vertido de efluentes tóxicos para el medio. 
Corrosivo 
Desarrollo de resistencia. 
Baja penetración en la biopelícula 
BROMO 
Muy efectivo contra un amplio espectro microbiano. Vertido de efluentes tóxicos para el medio. 
Desarrollo de resistencia.  
ÁCIDO 
PERACÉTICO 
Muy efectivo en bajas concentraciones. 
Amplio espectro. 
Penetra en la biopelícula 
No produce compuestos derivados tóxicos. 
 
Corrosivo. 
No muy estable. 
Aumenta DQO. 
OZONO 
Efectividad similar al cloro. 
No produce residuos. 
Debilita la matriz de la biopelícula. 
Se descompone en oxígeno. 
Degrada ácidos húmicos y los hace biodisponibles. 
Corrosivo. 
Poco tiempo de vida media. 
Oxida el bromuro en agua de mar 
Tabla 2.3. Características principales de los biocidas de mayor uso industrial (Eguia, 1998). 
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iii) Se analizó el comportamiento de elementos químicos en relación con la dosificación de 
cloro y se observó que el hierro era el metal predominante y su proporción tendía a 
aumentar a medida que se incrementaba la cantidad de cloro dosificada. Esto sugería que 
el Fe
2+ 
del agua de mar se incorporaba al fouling mediante precipitación y que al 
encontrarse en un medio oxidado (actividad del cloro) era mucho más insoluble en forma de 
Fe
3+
. 
iv) El aluminio (segundo metal más abundante, tanto en tubos de latón como de titanio), el 
carbono y el nitrógeno (detectado en muy baja proporción) mostraban un comportamiento 
opuesto al hierro. Es decir, su concentración disminuía cuando la dosificación del biocida 
aumentaba. Esto indicaba que su incorporación dentro del fouling era debido a la actividad 
biológica. Por tanto, cuando la cloración aumentaba, los procesos biológicos y de adsorción 
se reducían.  
v) El hidrógeno y el azufre estuvieron presentes en bajas concentraciones y no se halló ningún 
comportamiento dependiente con el cloro. 
vi) El calcio estuvo presente en el fouling debido a procesos microbiológicos, decreciendo 
drásticamente a medida que aumenta la cloración y la presencia del magnesio es debida a 
fenómenos de precipitación ya que su concentración permanecía invariable.  
Se realizaron también ensayos de comparación del cloro con el ácido peracético como 
biocida alternativo. La principal conclusión que se obtuvo del estudio fue que el ácido peracético 
aunque presentaba una buena eficiencia aumentaba los costes de aplicación y lo hacían inviable en 
un sistema industrial (Casanueva-Robles et al., 2005; Casanuevas-Robles, 2008). 
 
2.2.3  Estrategias antifouling alternativas. 
En instalaciones de gran capacidad que disponen de un suministro de agua para la 
refrigeración y que están situadas junto a una masa de aguas superficiales que sirve como medio 
receptor de los vertidos, se suelen utilizar sistemas de refrigeración abiertos sin recirculación, este el 
caso de la Central Térmica Los Barrios y de la planta piloto empleada en este estudio. En este tipo de 
sistemas, principalmente se tratan las aguas de refrigeración con biocidas oxidantes. Como se 
mencionó en el apartado anterior, el uso de biocidas como cloro o bromo son perjudiciales para el 
medio ambiente porque se forman subproductos halogenados. En la Directiva europea 2008/1/CE 
sobre Prevención y Control de la Contaminación (IPPC) se informa sobre las Mejores Técnicas 
Disponibles (MTDs) en intercambiadores de calor donde se hace referencia a la necesidad de aplicar 
tratamientos alternativos (no químicos) al agua refrigerante. En la actualidad existen diferentes 
investigaciones que se centran en la búsqueda de tratamientos antifouling alternativos como pueden 
ser generación de pulsos acústicos o irradiación con laser (Brizzolara et al, 2003; Nankadumar et al., 
2004). Una de estas líneas se basaría en la caracterización microbiana de la biopelícula y en estudiar 
el papel que desempeñan los microorganismos en su formación y mantenimiento. En la actualidad, se 
sabe que los microorganismos ejercen un papel crítico en la formación de las biopelículas (Parsek et 
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al., 2004; Kelleberg et al., 2002), y del biofouling marino (Fletcher et al., 1994; Dang et al., 2000). Sin 
embargo, la composición de especies microbianas que constituyen las biopelículas es desconocida 
(Madigan, 2003).  
Estudios preliminares (Parsek et al., 2004; Kelleberg et al., 2002) han demostrado la 
existencia de mecanismos de comunicación microbiana, agrupados dentro del concepto de Quorum 
Sensing (QS) que está despertando gran interés en el estudio de procesos de formación y 
mantenimiento de biopelículas (Davies et al., 1998; O´Toole et al., 1998; Swift et al., 2001; Kelleberg y 
Mollin; 2002). El estudio del QS y de sus inhibidores (QSI) puede representar una estrategia 
antimicrobiana natural con impacto significativo en la formación de biopelículas (Bauer y Robinson, 
2002) y pueden tener muchos beneficios potenciales en la prevención y control de la formación del 
biofouling (McLean et al., 2004). 
2.3. BIOPELÍCULAS 
El término biopelícula o biofilm se aplica a aquellas comunidades de microorganismos que 
crecen embebidos en una matriz de exopolisacáridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido 
vivo (Costerton et al., 1995). Esta matriz también denominada glicocalix es el adhesivo que mantiene 
la biopelícula sobre la superficie colonizada. La composición de la biopelícula es variable en función 
del sistema de estudio aunque en general, el componente mayoritario es el agua, que puede 
representar hasta un 97% del contenido total. Además de agua y de las células bacterianas, la matriz 
de la biopelícula  es un complejo formado principalmente por exopolisacáridos (Sutherland, 2001). En 
menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteínas, ADN y productos diversos 
procedentes de la lisis de las bacterias (Branda et al., 2005). Los microorganismos colonizadores 
pueden ser muy variados, microalgas, hongos, protozoos y bacterias. Sin embargo, las bacterias son 
normalmente los microorganismos dominantes en la mayoría de las biopelículas, y consecuentemente, 
las propiedades de éstas son las que predominan (Eguia, 1998).  
Las biopelículas existen en interfases sólido-líquido, sólido-gas y líquido-gas. La mayoría de 
los microorganismos pueden formar biopelículas y más del 99% de los microorganismos de la Tierra 
pueden vivir de esta forma (Costerton et al., 1987). Además se consideran predominantes en todos los 
ecosistemas naturales conocidos (Costerton et al., 1978; Wyndham y Costerton, 1981; Costerton y 
Lappin-Scott, 1995; Hall-Stoodley et al., 2004) y representan con mucho la forma más exitosa de vida, 
colonizando suelo, sedimentos, minerales en la naturaleza, incluyendo ambientes extremos, de hecho, 
los procesos de autodepuración que se dan en la naturaleza lo llevan a cabo en gran medida los 
microorganismos que forman biopelículas. Asimismo, las biopelículas se utilizan en procesos de 
biorremediación aplicada al tratamiento de aguas potables y residuales. Por otro lado, también son 
responsables de más de 60% de las infecciones de origen microbiano (Lewis, 2001), así como, de 
pérdidas cuantiosas en sistemas industriales debido a la formación de biofouling y procesos 
relacionados como la Corrosión Inducida Microbiológicamente (MIC), sin contar con los costes 
medioambientales que conlleva su prevención. 
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El glicocalix desempeña un papel primordial en las biopelículas. Esta matriz de origen 
microbiano y compuesto por sustancias poliméricas extracelulares (EPS) ofrece importantes ventajas 
a las bacterias, como son, facilitar la adhesión bacteriana a superficies, permitir la formación de 
microconsorcios o microcolonias donde tienen lugar relaciones sinérgicas entre diferentes especies 
que permiten la degradación de sustancias complejas (Wimpenny 2000) y secuestrar nutrientes 
originando estrategias de supervivencia bajo condiciones oligotróficas (Decho 1990, 2000). Otras 
ventajas ecológicas se hallan resumidas en la tabla 2.4 (Flemming, 2002). 
Desde el punto de vista de la formación del biofouling, existen dos aspectos de suma 
importancia: (1) la estabilidad mecánica de la matriz de EPS, ya que es la principal barrera para poder 
eliminar la biopelícula, y (2) el aumento de la resistencia de los microorganismos dentro de la 
biopelícula a los biocidas, que puede ser hasta 2 o 3 órdenes de magnitud mayor que en organismos 
planctónicos en suspensión (Flemming, 2002). 
Tabla 2.4. Ventajas ecológicas que aportan las biopelículas como forma de crecimiento (Flemming, 2002). 
Función Relevancia 
Adhesión a superficies Colonización primaria 
 
Agregación de células, formación de gránulos y 
biopelículas 
Inmovilización de las células 
Alta densidad celular 
 
EPS como elemento estructural Estabilidad mecánica 
Desarrollo de microconsorcios 
Concentración de gradientes 
Retención de enzimas extracelulares 
Interacción entre exoenximas y polisacáridos 
Previene la pérdida de componentes por lisis celular 
Transporte de masa a través de los canales 
Facilidad para la transferencia horizontal de genes 
Intercambio de señales moleculares 
Barrera a la transmisión de la luz en zonas profundas de la 
biopelícula 
 
Barrera protectora Tolerancia a biocidas, toxinas y metales 
Protección contra fagocitosis 
Protección contra algunas especies depredadoras 
 
Propiedades de absorción y adsorción Acumulación de nutrientes 
Retención de agua, protección contra la desecación 
Acumulación de contaminantes en el sedimento 
 
Otro aspecto importante es que las biopelículas están compuestas por especies 
heterogéneas, de forma que los subproductos metabólicos de unas pueden favorecen el crecimiento 
de otras. De igual manera, la competición por los nutrientes y la acumulación de productos tóxicos, 
generados por los colonizadores primarios pueden limitar la diversidad de especies dentro de una 
biopelícula (Marsh, 1995). 
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2.3.1  Mecanismos de adhesión bacteriana. 
El proceso de adhesión bacteriana a una superficie depende de diversos factores, que 
incluyen el tipo de bacterias, composición de la superficie y factores ambientales (Tabla 2.5).  
 Tabla2 5. Variables importantes en la adhesión celular y en la formación de la biopelícula (Donland, 2002) 
Propiedades del sustrato Propiedades del fluido Propiedades de las 
células 
 
Rugosidad 
 
Velocidad del flujo 
 
 
Superficie celular 
hidrófoba 
Hidrofobicidad pH 
 
Fimbria 
Acondicionamiento de la 
película 
Temperatura 
 
Flagelos 
 
 Cationes 
 
Sustancias poliméricas 
extracelulares (EPS) 
 Presencia de agentes antimicrobianos  
 
Este proceso se puede dividir en dos fases: fase inicial o de acoplamiento (docking stage) y 
fase secundaria o de sincronización (locking stage) (An et al., 2000; Pearce et al., 1995; Marshall, 
1985). Algunos autores incluyen una fase de acondicionamiento de la superficie que describe la 
interacción del sustrato con el ambiente (Boland et al., 2000; Gristina, 1987). 
i) La adhesión inicial constituye el encuentro fortuito entre una superficie acondicionada y un 
microorganismo planctónico. Esta fase es reversible y depende de las variables físico-
químicas de la superficie acondicionada y las bacterias presentes en la cercanía de la 
superficie. Primero el organismo deber ser conducido cerca de la superficie, al azar (p.e. 
un fluido) o de forma directa, mediante quimiotaxis o movilidad. Una vez que alcanzan una 
proximidad crítica, la adhesión dependerá de la suma neta entre las fuerzas de atracción y 
repulsión generada entre las dos superficies (interacciones electroestáticas, hidrofóbicas, 
fuerzas de Van der Waals, etc).  
ii) La segunda etapa de adhesión es la fase de anclaje y tiene lugar mediante enlaces 
moleculares entre componentes celulares específicos para la adhesión (pili, fimbrias y 
flagelos) y la superficie. En esta etapa, en ausencia de intervención física o química, la 
adhesión se hace irreversible. 
Tras el inicial asentamiento puede existir una segunda colonización de microorganismos que 
se beneficien de un ambiente protector y/o se alimenten de los productos metabólicos de las otras 
bacterias. En esta comunidad secundaria los mejores competidores (por espacio y/o nutrientes) 
pueden excluir a los más débiles (Martiny et al., 2003). 
Una vez que las bacterias están irreversiblemente unidas a la superficie, comienza el proceso 
de maduración de la biopelícula. La densidad total y la complejidad de la biopelícula aumentan, así 
como, los microorganismos comienzan a replicarse activamente y a morir. Los componentes 
extracelulares generados interaccionan con moléculas orgánicas e inorgánicas formando el glicocalix. 
En este punto, la biopelícula alcanza una masa crítica, y un equilibrio dinámico en el cual se 
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comienzan a producir células planctónicas en la capa más externa. Estos organismos pueden escapar 
de la biopelícula y colonizar otras superficies (Figura 2.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2. Diagrama conceptual del ciclo de vida de una biopelícula en tres pasos: asentamiento, crecimiento, y desprendimiento 
en grupos o dispersión de células. Autores: Paul Stoodey y Peg Dirckx Center for Biofilm Engineering (CBE), Montana State 
University (EEUU) 
 
Para que tenga lugar el desarrollo de la biopelícula pueden ocurrir diferentes procesos (Tabla 
2.6) de forma que los niveles de adhesión y reproducción de las células superen los de 
desprendimiento y lisis de las mismas.  
 
Tabla 2.6. Diferentes mecanismos que explican el desarrollo de una biopelícula. 
Tipos de bacterias Mecanismo de desarrollo Referencia 
Bacterias móviles 
Pseudomonas y Escherichia 
Redistribución de células adheridas por 
movilidad en la superficie, los flagelos y 
los apéndices pili y fimbrias juegan un 
papel importante en la agregación a la 
superficie 
O’Toole et al., 1998; Jackson et al., 2002 
Bacterias no móviles 
Géneros Streptococcus, 
Staphylococcus y mycobacteria 
Adherencia debida a las proteínas y 
polisacáridos, en aquellas bacterias 
carentes de movilidad  
Heydorn et al., 2000 
Tolker-Nielsen et al., 2000 
División binaria de células fijadas Las células hijas se dispersan hacia fuera 
y hacia arriba desde el punto de unión 
para formar agregados de células 
Heydorn et al., 2000 
Tolker-Nielsen et al., 2000 
Células flocs  y agregados Formación de agregados asociados a 
una superficie por reclutamiento de 
células individuales o granulados 
procedentes del fluido que abastece el 
desarrollo de la biopelícula. Este 
mecanismo juega un papel minoritario en 
la colonización comparado con la 
replicación. 
Tolker-Nielsen et al., 2000 
Stoodley et al., 2000 
Hall-Stoodley y Stoodley, 2001 
Streamer, microcolonias alargadas en 
dirección del flujo 
Ripples, microcolonias en forma de 
cresta 
Colonias enteras o grandes manchas de 
biopelícula pueden ser arrastrada por el 
flujo para colonizar nuevas superficies. 
Stoodley et al., 1999 
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2.3.2  Estructura espacial de la biopelícula. 
Cada comunidad de microorganismos que constituye una biopelícula tiene una estructura 
única (Tolker-Nielsen y Molin, 2000), sin embargo, poseen ciertas características que, generalmente, 
pueden considerarse universales.  
Los componentes extracelulares generados por las bacterias interaccionan con moléculas 
orgánicas e inorgánicas que se hallan en el ambiente, creando  una estructura tridimensional, con 
espacios intersticiales (canales de intercambio de agua y nutrientes) y microcolonias (Dunne, 2002). 
La corriente líquida circula por esos canales de agua  permitiendo la difusión de nutrientes, oxígeno e 
incluso agentes antimicrobianos. (Figura 2.3).  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
La unidad básica de la biopelícula es la microcolonia, en ellas, la proximidad de las células 
proporciona un ambiente ideal para la creación de gradientes de nutrientes, intercambio genético y 
quórum sensing. Puesto que pueden estar compuestas por múltiples especies, el ciclo de varios 
nutrientes (como carbono, azufre y nitrógeno) pueden tener lugar fácilmente mediante reacciones 
redox que tengan lugar dentro de la biopelícula (Donland, 2002). 
La composición de los organismos también puede tener un efecto remarcable en la estructura 
de la biopelícula, de hecho, el espesor de la biopelícula puede estar afectado por el número de 
componentes (James, et al., 1995), ya que unas especies pueden aumentar la estabilidad de otras. La 
naturaleza variable de las biopelículas aparece ilustrada en las figuras 2.4A y 2.4B, tomadas mediante 
microscopía electrónica de barrido. En sistemas industriales (figura 2.4A), la biopelícula es muy 
compleja, contiene productos de corrosión, sustancias arcillosas, diatomeas y bacterias filamentosas, 
en la biopelícula detectada en un instrumento médico (figura 2.4B) se observa un único organismo 
esférico asociado a la matriz de EPS (Donland, 2002). 
 
Figura 2.3.Diagrama conceptual de la heterogeneidad de la estructura de una biopelícula mostrando microcolonias, corrientes y 
canales de agua. Autores  Zbigniew Lewandowski  y Peg Dirckx, de Center for Biofilm Engineering (CBE), Montana State 
University (EEUU) 
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Figura.2.4A, Biopelícula natural formada en una superficie de acero templado tras un período de 8 semanas de colonización en un 
condensador industrial. Autores Rodney Donlan y Donald Gibbon. (Donland, 2002). Autorizado  su uso por, American Society for 
Microbiology Microbe Library. Disponible de: URL: http://www.microbelibrary.org/.) Figura 2.4B, Biopelícula de estafilococos en el 
interior de un catéter intraarterial, barra 20 µm. (Donlan, 2002) Utilizado bajo permiso de Lippincott Williams & Wilkins. 
 
2.3.3  Tolerancia a agentes antimicrobianos. 
Las biopelículas bacterianas son notoriamente tolerantes a desinfectantes químicos 
convencionales (Donlan and Costerton, 2002; Stewart et al., 2000). Lewis (2001) acuñó el término de 
células persistentes para definir aquellas bacterias que sobreviven tras un episodio de stress 
provocado por la acción de un biocida, mientras que el resto de la comunidad muere. Estas bacterias 
persistentes, una vez que el agente antibacteriano se ha agotado del medio, se distribuyen por toda la 
comunidad en un ambiente muy favorable donde los restos bacterianos permiten tasas de 
recrecimiento muy altas (Costerton, 2007) (Figura. 2.5). Existen diferentes teorías que explican el 
aumento de la tolerancia a agentes antimicrobianos en microorganismos de biopelículas. Aunque las 
bacterias están rodeadas de una matriz de EPS que podría limitar físicamente la difusión de agentes 
microbianos dentro de la biopelícula, esto no parece ser el mecanismo predominante que explique la 
alta tolerancia a biocidas (Patel, 2005). Otros mecanismos propuestos son: i) la depleción de 
nutrientes y oxígeno dentro de la biopelícula tratada con biocidas provoca en algunas bacterias  
alteración en su tasa de crecimiento produciendo un estado de aletargamiento y dando como 
resultado microorganismos menos susceptibles a la acción del biocida (Patel, 2005; Dunne, 2002; Eng 
et al., 1991), ii) otras bacterias desarrollan fenotipos de resistencia a la acción de antimicrobianos 
(Patel, 2005), iii) también se ha propuesto que los microambientes que se forman dentro de la 
biopelícula afectan negativamente a la acción de los agentes antimicrobianos (Dunne, 2002) por 
ejemplo, zonas anaerobias con altas concentraciones de protones proporcionan un entorno donde 
ciertos agentes antibacterianos pueden ser inactivados y, iv) por último, la existencia de bombas de 
flujo que pueden activarse y anulan la eficacia de antibióticos al provocar su extrusión (Costerton, 
2007).  
En una biopelícula tratada por biocidas, la respuesta de las comunidades microbianas 
presentes difiere en función de su composición. La composición química de las paredes celulares es 
probablemente un factor de gran importancia. Por ejemplo, bacterias Gram-negativas y especialmente 
A B 
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algunas especies como Pseudomonas aeruginosa, generalmente muestran menor susceptibilidad a 
biocidas en comparación con cocos Gram-positivos. La razón de esta reducción en el espectro de 
acción se debe a que la membrana exterior actúa como una barrera permeable, de forma que su 
entrada en el interior de las células es menor (Russell y Chopra, 1996). En el caso del hipoclorito 
sódico existen estudios de diversidad filogenética realizados en sistemas de distribución de agua 
clorada en los cuales se ha citado una dominancia de Proteobacteria y, en concreto, de las Alfa-
Proteobacteria (Williams et al., 2003).  
En resumen, los fenómenos que podrían tener lugar en una biopelícula tratada con agentes 
antimicrobianos son: i) acceso reducido del biocida a las células, ii) interacción química entre 
biopelícula y biocida, iii) adaptación del microecosistema, produciendo limitación de nutrientes y 
oxígeno e inanición, iv) producción de enzimas degradativas que pueden ser efectivas a bajas 
concentraciones del biocida, v) intercambio genético entre células, vi) quórum sensing, vii) presencia 
de un conjunto de organismos supervivientes (células persistentes), viii) adaptación y mutación dentro 
de la biopelícula y ix) extrusión del biocida (Spoering y Lewis, 2001; Stewart et al., 2000) 
 
 
 
 
 
 
2.3.4  Interacción entre especies en una biopelícula 
Microorganismo es un término que incluye distintas formas de vida que comparten la 
característica de tener un tamaño de hasta 100 µm. Estas formas de vida pueden pertenecer a 
cualquiera de los tres dominios de la vida que existen en nuestro planeta, Archaea, Bacteria y Eukarya 
(Woese et al., 1990), e incluye procariotas (bacterias y arqueas) y eucariotas (algas unicelulares y 
Figura 2.5.Diagrama conceptual que muestra diferentes mecanismos que aumenta la tolerancia de los 
microorganismos de la biopelícula a los agentes antimicrobianos. Autores Phil Stewart y Peg Dirckx, de Center for 
Biofilm Engineering (CBE), Montana State University (EEUU) 
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hongos), tanto autótrofos como heterótrofos. En este trabajo, se analizan las comunidades 
bacterianas, por lo que el término microorganismo y/o procariota hacen referencia a este dominio. 
Morfológicamente los procariotas marinos son cocos, bacilos y filamentos y, sin embargo, 
muy diversos en cuanto a taxonomía y fisiología. Los microorganismos que están relacionados 
filogenéticamente pueden presentan muy distintos tipos de metabolismo (Fenchel y Blackburn, 1998) y 
es esta versatilidad fisiológica las que les ha permitido colonizar muy distintos tipos de hábitats.  
Probablemente la mayoría de las biopelículas están constituidas por consorcios de 
multiespecies (Burmølle et al., 2006). Estos consorcios, a menudo, desarrollan capacidades que están 
ausentes en las células individuales, de forma que algunos procesos tal como la mineralización de 
algunos compuestos xenobióticos contaminantes, solo pueden ser llevados a cabo por comunidades 
microbianas (Lappin et al., 1985; Rozgaj et al., 1992; Wolfaardt et al., 1994). 
Tabla 2.7. Relaciones interespecificas entre comunidades microbianas.  
Interacción Efecto 
Neutralismo Ninguna población es afectada por la presencia de la otra 
 
Competición Ambas poblaciones compiten y el resultado es el detrimento de ambas 
 
Comensalismo Una población se beneficia de la presencia o actividad de otra, mientras ésta no 
resulta afectada. 
 
Mutualismo 
 Simbiosis 
 Protocooperación 
 sinergismo 
 
Ambas poblaciones resultan beneficiadas: 
Interacción forzosa 
Interacción facultativa, implica el intercambio mutuo de un factor de crecimiento o 
fuente de energía, se denomina sintrofia 
Aumento de la producción o consumo de cierto producto 
 
Amensalismo Una población tiene un impacto, indirecto, negativo sobre otra, p.e producción de 
sustancias de una población que inhibe el crecimiento de otra 
Predación Un organismo es consumido por otro 
 
Parasitismo Un organismo invade intracelularmente a otro 
 
Está demostrado que las interacción entre especies pueden ser positivas y negativas 
(Burmølle et al., 2006). Las interacciones entre microorganismos comúnmente se clasifican utilizando 
un modelo de dos poblaciones (James et al., 1995; Bulla et al., 1982) En la tabla 2.7, se resumen las 
principales interacciones entre microorganismos (James et al., 1995). Ejemplos de interacciones 
positivas, es la coagregación, mecanismo de reconocimiento específico por la que dos bacterias 
genéticamente diferentes se adhieren una a la otra, este fenómeno se ha descrito sobre todo en 
biopelículas orales (Palmer et al., 2003; Rickard et al., 2003; Sharma et al., 2005; Yamada et al., 
2005), la conjugación (Ghigo, 2001), proceso de transferencia de información genética entre dos 
bacterias y la protección de una o varias especies cuando la biopelícula está expuesta a compuestos 
antimicrobianos, esto incluye la complementación enzimática (Shu et al., 2003), y la distribución 
espacial de las células en la biopelícula (Cowan et al., 2000; Leriche et al., 2003). Estos y otros 
mecanismos son, probablemente, efectos sinérgicos que dan lugar a la formación de biopelículas por 
grupos de células que serían incapaces de formar una biopelícula por sí solas. Entre las interacciones 
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negativas se incluyen la producción de bacteriotoxinas (Rao et al., 2005; Tait y Sutherland, 2002) y los 
cambios del pH (Burne y Markis, 2000; Sisson, 1997) por algunos de los miembros del consorcio. 
El metabolismo microbiano es el conjunto de procesos por los cuales un microorganismo 
obtiene la energía y los nutrientes (carbono, por ejemplo) que necesita para vivir y reproducirse. Los 
microorganismos utilizan numerosos tipos de estrategias metabólicas distintas y las especies pueden 
a menudo distinguirse en base a estas estrategias. Las características metabólicas específicas de un 
microorganismo constituyen el principal criterio para determinar su papel ecológico, su responsabilidad 
en los ciclos biogeoquímicos y su utilidad en los procesos industriales. Los distintos tipos de 
metabolismo microbiano se pueden clasificar según distintos criterios (Tabla 2.8). 
Tabla 2.8. Diferentes tipos de metabolismo microbiano. 
Obtención del C para la construcción 
de la masa celular 
Obtención de los equivalentes 
reductores para las reacciones de 
biosíntesis 
Obtención de E para crecimiento 
Autótrofo, fijación del CO2 Litotrofos, a partir de compuestos 
inorgánicos 
Quimiotrofo, utilizando compuestos 
químicos externos 
Heterótrofo,utilización de compuestos 
orgánicos 
Organotrofos, a partir de compuestos 
orgánicos 
Fototrofo, a partir de la luz 
Mixótrofo, de compuestos orgánicos y 
fijando el CO2 
  
 
Determinar la enorme diversidad filogenética y ecológica del mundo procariota requiere 
estudios basados en secuencias de ADN (López Y Zaballos, 2005). El empleo de técnicas de biología 
molecular permite identificar los principales grupos causantes del biofouling. Conociendo la identidad 
de los miembros de la comunidad, se puede tener una primera aproximación a los mecanismos de 
intercambio de masa y energía que se producen en el sistema. En este estudio cabe destacar entre 
las comunidades identificadas la presencia de bacterias relacionadas con el metabolismo del carbono 
y del azufre, por ello, se hace una especial mención a estos elementos.  
Los microorganismos heterótrofos (o más exactamente quimiorganoheterótrofos) son 
extremadamente abundantes en la naturaleza y responsables de la degradación de polímeros 
orgánicos y materia orgánica Este metabolismo microbiano constituye el principal factor de 
descomposición de todos los organismos. Algunas bacterias son heterótrofos por depredación o 
parasitismo tales como el género Bdellovibrio (un predador de otras bacterias) y algunas Myxobacteria 
tales como Myxococcus (depredadora de otras bacterias a las que mata y succiona mediante la 
cooperación de numerosas células). 
Los metofilos son bacterias que obtienen carbono y energía del metabolismo de compuestos 
un único átomo de carbono. Se dividen en metanótrofos y metilótrofos como fuentes de energía. Los 
primeros crecen a expensas del metano transformándolo en metanol, son Gram negativos, aerobios y 
pueden producir esporas y sistemas complejos de membranas, es el caso del género Methylococcus. 
Este género es habitual de ambientes acuáticos terrestres preferentemente en hábitats 
microaerofílicos, se asocian simbióticamente con mejillones marinos, que viven cerca de filtraciones 
AN T E C E D E N T E S  
- 26 - 
de hidrocarburos en las cuales se liberan considerables cantidades de metano. Los metilótrofos 
pueden ser Gram positivos o Gram-negativos, no utilizan el metano, sino otros compuestos de un 
átomo de carbono como el metanol, metilaminas o formato. Ejemplos de estas bacterias son los 
géneros Methylomonas y Methylobacter.  
Respecto al azufre, el mar es el reservorio más importante de azufre en la biosfera, en forma 
de sulfato. En la degradación de proteínas se libera además de NH3, SH2, por la acción de las 
bacterias heterótrofas. En condiciones aerobias este SH2 es oxidado de forma espontánea y 
rápidamente a sulfato, que es un elemento vital para los organismos. Solo una pequeña parte del SH2 
queda retenido en forma de sulfuros insolubles o como azufre elemental. Los procesos microbianos 
relacionados con el azufre: 
La oxidación del azufre la realizan distintos grupos de bacterias, se refiere a la oxidación de 
compuestos de azufre reducidos tales como sulfuro de hidrógeno (H2S), azufre inorgánico (S
0
) y 
tiosulfato (S2O2
2-
) para formar sulfatos (H2SO4). Entre estas bacterias están Thiotrix y Beggiatoa. Se 
desarrollan en la superficie de sedimentos con elevado contenido en H2S creciendo a gran velocidad. 
Almacenan en el interior o exteriormente a la célula azufre elemental  hasta que es necesitado, se 
agrupan entre las bacterias oxidadoras del azufre (SOB).  
La reducción del sulfato es un proceso energético relativamente pobre usado por muchas 
bacterias, entre las que destacan las Gram-negativas (Delta-Proteobacteria). Como producto final 
metabólico se obtiene sulfuro del hidrógeno (H2S). Las bacteria sulfatoreductoras (SRB) son 
anaerobios.  
 
2.4. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE LA BIOPELÍCULA 
En este apartado se comentan las técnicas más utilizadas en el estudio de biopelículas que 
permiten abordar el análisis desde diferentes puntos de vista (Maukonen et al., 2003). 
2.4.1   Técnicas microscópicas 
Las técnicas microscópicas son muy adecuadas para la enumeración, observación 
morfológica y determinación de la distribución de microorganismos adheridos a superficies (Shaule et 
al., 1999). Distintos tipos de microscopía proporcionan diferente información acerca de una muestra. 
En la Tabla 2. se resumen las técnicas microscópicas más comunes en el estudio de biopelículas.  
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Tabla 2.9. Técnicas microscópicas utilizadas en el estudio de biopelículas 
 Características Ventajas Inconvenientes 
Microscopía óptica 
Aporta información general de la biomasa 
fijada, permite distinguir entre grandes 
grupos pero no identificar especies. 
Simple, rápido y no necesita 
tratamiento preliminar. 
Resolución relativamente baja. 
M. DIC Nomarski 
Adecuada para detectar diferentes niveles y 
definir relaciones espaciales. 
No necesita tinción 
Imagen en tres dimensiones. 
No es adecuada para biopelículas 
adheridas a superficies opacas. 
M. de barrido 
confocal laser 
(CSLM) 
Permite seccionar horizontal y verticalmente 
la biopelícula y obtener una reconstrucción 
tridimensional. 
Permite determinar la 
distribución de 
microorganismos dentro de la 
biopelícula. 
Requiere el uso de colorantes o sondas 
marcadas fluorescentemente. 
M. 
epifluorescencia 
Método adecuado para cuantificar el número 
total de células y su distribución en 
biopelículas de poco grosor.  
Simple, rápido y únicamente 
necesita de fluorocromos 
específicos p.e DAPI que tiñe el 
número total de células y CTC 
que tiñe las bacterias 
fisiológicamnete activas. 
No permite diferenciar los 
microorganismos 
Requiere el uso de fluorocromos 
específicos de ADN o sondas marcadas 
fluorescentemente  
M. electrónica de 
barrido (SEM) 
Muy adecuada para visualizar las bacterias 
en los primeros estadíos de adhesión al 
sustrato y antes de la producción masiva de 
EPS. 
Ofrece buena resolución Requiere pretratamiento. 
Visualización sólo de la superficie de la 
biopelícula. 
M. electrónica de 
transmisión (TEM) 
Observación de seccciones Gran poder de resolución. La biopelícula no puede estar adherida a 
superficies opacas 
Requiere tratamiento previo. 
M. electrónica de 
barrido 
medioambiental 
(ESEM) 
Permite obtener micrografías de alta calidad 
sin perder parte de la muestra debido al 
proceso de deshidratación. 
No requiere la deshidratación 
de la muestra. 
El poder de resolución es menor que en 
SEM. 
M. de fuerza 
atómica (AFM) 
Permite obtener mapas topográficos de la 
biopelícula. 
Resolución es mayor que 
ESEM y permite muestras 
hidratadas. 
Rastrear la muestra, registrando 
continuamente su topografía mediante una 
sonda o punta afilada. 
 
2.4.2   Cultivo de microorganismos 
Los métodos clásicos de identificación microbiológica están basados en el crecimiento de 
bacterias sobre medios de cultivo. En la actualidad se asume que los cultivos sólo permiten detectar, 
aproximadamente, un 1% del total de microorganismos presentes en una muestra (Ward et al., 1990; 
Delong, 1994). Los intentos para mejorar la recuperación en cultivo consisten en manipular 
cuidadosamente los medios de cultivo y aumentar el número de interacciones entre especies. En este 
aspecto, Kaeberlein et al., (2002) resalta la importancia que tienen las señales específicas que las 
bacterias emiten al medio, las cuales se interpretan como la presencia de un ambiente familiar, por el 
contrario, en ausencia de estas señales, el medio pudiera ser considerado un ambiente extraño, de 
forma que aunque existan los nutrientes apropiados algunos microorganismos no crecerían. Por tanto, 
resulta de gran complejidad cultivar a la mayoría de los microorganismos presentes en comunidades 
bacterianas complejas. 
En biopelículas, debido a la gran variedad de microorganismos presentes, estudiar la 
composición bacteriana mediante técnicas de cultivo resulta muy difícil (Muyzer, 1995). No obstante, 
cabe destacar que el cultivo tradicional en placa si bien a priori no da información suficiente acerca de 
la composición bacteriana de la biopelícula, es imprescindible para el estudio de bacterias de interés, 
una vez que éstas han podido ser identificadas mediante técnicas moleculares, permitiendo abordar 
análisis complementarios sobre la morfología, fisiología y ecología de dichos microorganismos.  
Para evaluar la adhesión bacteriana y el crecimiento de biopelículas, recientemente se han 
desarrollado diferentes sistemas de ensayo in vitro. Se trata de reactores que reproducen la formación 
de biopelículas permitiendo su estudio en diversas áreas de investigación, principalmente, en el 
AN T E C E D E N T E S  
- 28 - 
control de biopelículas donde se han utilizado, entre otras cosas, para evaluar agentes 
antimicrobianos en diferentes condiciones (Buckingham-Meyer et al., 2007) o analizar procesos de 
corrosión influenciada microbiológicamente (Rahman, 2007). Entre estos se encuentran el reactor de 
flujo por goteo (Drip flow, DF), reactor CDC (Center for Disease Control), reactor de disco rotativo 
(RDR), reactor anular o sistema de biopelículas estático (SB) (Figura 2.6). 
 
 
 
 
 
 
Para analizar el crecimiento en biopelículas estáticas se emplean los ensayos de colony 
biofilm, el crecimiento bacteriano se realiza sobre una membrana semipermeable situada en una placa 
Petri con agar (figura 2.7). Cada 24 horas las bacterias formando biopelícula tiene nuevo aporte de 
nutrientes recolocando la membrana en una placa fresca de agar. Este ensayo se utiliza 
principalmente para estudiar las propiedades de resistencia a antibióticos (Anderl et al., 2000; Walters 
et al., 2003) 
 
 
 
 
 
 (a)Reactor 
 CDC 
(b)Reactor 
Disco rotativo 
(c)Reactor 
Anular 
 (d)Reactor 
de flujo por goteo  
(e)Reactor de 
biopelículas 
estático 
Tipo de reactor Agitación 
contínua 
Rotación Flujo anular Flujo continuo por 
goteo 
Cultivo  
discontinuo 
Rozamiento del 
fluido (fluid shear) 
Medio Alto Controlado Bajo Estático 
Mezcla Buena Buena Buena Dispersiva - 
Medio de 
crecimiento 
Acuoso (líquido) Acuoso (líquido) Acuoso (líquido Acuoso (líquido) Agar (sólido) 
Figura 2.7. Vista transversal de un ensayo de colony biofilm 
Figura 2.6 Diferentes reactores para el estudio de biopelículas. (a) El reactor CDC consiste en 8 porta-cupones sumergidos en 
medio de crecimiento, biocidas, etc que circula dentro de un recipiente por la acción de un agitador magnético, se utiliza principalmente 
para evaluar agentes antimicrobianos y tratamientos de superficies y materiales (b) El reactor de disco rotativo consiste en un disco con 
huecos para seis cupones, todo dentro de un recipiente, el disco gira creando un rozamiento superficial entre los cupones y el fluido. El 
medio de crecimiento, fluido, etc circula a través del recipiente mientras el disco rota por la acción de un agitador magnético. Se utiliza 
principalmente para evaluar la eficacia de biocidas en la eliminación de biopelículas y para el funcionamiento de materiales antifouling (c) 
En el reactor anular, el fluido circula entre un cilindro exterior fijo y un cilindro interior que gira. La velocidad rotacional del cilindro interior 
proporciona un rozamiento entre el líquido y la superficie similar al flujo a través de una tubería. En el cilindro interior se disponen de 20 
placas disponibles en diferentes materiales que permite analizar el crecimiento de biopeliculas en condiciones controladas de 
rozamiento. (d) El reactor drip flow consiste en cuatro canales paralelos donde se pueden introducir portas de vidrio, trozos de sondas, 
etc se utiliza principalmente para chequear aparatos intravenosos y obtener criosecciones de biopeliculas (e) En el sistema estático, los 
cupones descansan sobre papel de filtro estéril inoculado, la biopelícula crece en la parte inferior de los cupones, próximo al papel a 
través del cual el medio de crecimiento se difunde se utiliza para comprobar la eficacia del uso de desinfectantes en condiciones 
estáticas. 
colonia 
membrana 
agar 
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2.4.3  Técnicas moleculares 
La identificación bacteriana basada en métodos moleculares, especialmente aquellos que 
incluyen la secuenciación de genes del fragmento 16S ADNr, es una herramienta muy útil en el 
estudio de comunidades de microorganismos de muestras ambientales (González et al., 2003).  
Estas técnicas moleculares permiten estudiar los microorganismos a partir de sus ácidos 
nucleicos. El procedimiento básico consiste en extraer el ADN de la muestra y amplificar por PCR 
(Reacción en Cadena de la Polimerasa) los fragmentos de ADN de interés para nuestro análisis. La 
secuencia de ADN más utilizada es el ARN ribosómico, particularmente el gen 16S en el caso de 
procariotas y el gen 18S para eucariotas. 
Aunque en un principio todos los genes pueden ser usados como marcador molecular, los 
genes del ARN ribosómico presenta una serie de ventajas: (1) están presentes en todos los 
organismos (2) poseen regiones conservadas que facilitan su comparación y análisis, y (3) presentan 
suficiente variabilidad entre especies para permitir su diferenciación por lo que pueden ser usadas 
como un marcador filogenético. Además, existen bases de datos de secuencias del ARN ribosómico 
(National Center for Biotechnology Information, NCBI, Ribosomal Data Proyect, RDP) que están 
disponibles (Muyzer y Ramsing, 1996). 
2.4.4  Otras técnicas moleculares 
El estudio de ARN permite obtener información sobre la actividad metabólica de los 
organismos y permite cuantificar la cantidad presente en una muestra mediante la técnica denominada 
RT-PCR cuantitativa en tiempo real Otros métodos moleculares permiten el análisis de grupos 
específicos de microorganismos in situ. De este modo, se pueden localizar las bacterias de interés en 
su hábitat natural sin necesidad de una extracción previa de sus ácidos nucleicos. Esta técnica se 
basa en la hibridación con sondas fluorescentes (FISH) con posterior observación de los 
microorganismos positivos mediante epifluorescencia (Ouverney, 1998) o mediante citometría de flujo 
(Simon, 1995). Sin embargo, es necesaria la identificación previa de los microorganismos para la 
selección de las sondas a emplear.  
2.5. ANÁLISIS DE DIVERSIDAD EN MUESTRAS NATURALES 
Estudios recientes, llevados a cabo en diversos ecosistemas naturales, han demostrado que 
la diversidad microbiana es muy elevada en nuestro planeta (Pace, 1997; Curtis et al., 2002; Whitman 
et al., 1998).  
Para determinar la diversidad bacteriana de una muestra ambiental la estrategia más común 
se basa en la extracción del ADN directamente de la muestra natural, amplificación por PCR del gen 
16S ADNr, construcción de una genoteca y secuenciación de de clones para su análisis.  
AN T E C E D E N T E S  
- 30 - 
La representatividad del estudio de cada muestra depende del número de clones 
secuenciados, por tanto, la probabilidad de obtener una buena representación de los miembros de la 
comunidad aumenta cuando aumenta el número de clones secuenciados. Sin embargo, incrementar el 
número de clones excesivamente requiere un enorme esfuerzo económico y de tiempo, con lo que es 
necesario limitar su número sin perder la representatividad de la muestra analizada (Kemp y Aller, 
2004).  
Para analizar si el esfuerzo de muestreo supone una fracción significativa de la diversidad, es 
decir, para analizar si el número de secuencias obtenidas es representativo de la muestra natural se 
utiliza el análisis estadístico a través de los que se denomina curvas de rarefacción o curvas de 
cobertura (figura 2.8). 
 
 
 
 
 
 
 
Desafortunadamente, un patrón común encontrado en los estudios de diversidad microbiana 
que utilizan esta estrategia es que en las curvas de rarefacción se requieren un número elevado de 
clones ya que se observa una correlación lineal entre el número de clones secuenciados y el número 
de OTUs observados (Acinas, 2008). Es decir, cuántos mas clones se secuencian, más grupos 
filogenéticos diferentes se detectan. 
Hay que tener en cuenta a la hora de estimar la diversidad microbiana diferentes factores 
como son i) la contribución de secuencias generadas por artefactos de la PCR (formación de 
quimeras, formación de moléculas heteroduplex y errores de la polimerasa) ii) muestreo insuficiente de 
comunidades microbianas de ambientes naturales y iii) múltiples copias del gen ribosómico presentes 
en los genomas bacterianos (Suzuki y Giovanonni, 1996; Wintzingerode et al, 1997). 
Figura 2.8. Curva de cobertura de taxones. En el eje X se muestra el esfuerzo de muestreo efectuado (muestreos realizados, 
número de clones secuenciados). El eje Y representa el número de especies o taxones diferentes. Las líneas de puntos son las 
sucesivas rectas tangentes a esta función según aumenta el esfuerzo de muestreo efectuado, es decir, la pendiente de la curva 
en cada nivel de esfuerzo. Finalmente, la línea horizontal de puntos y rayas marca la asíntota estimada para la función). 
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En los últimos cinco años se han logrado poner a punto técnicas moleculares para obtener un 
gran número de secuencias que han dado un giro revolucionario al estudio de la diversidad microbiana 
en medios naturales  (Acinas, 2008). Aunque son técnicas que sólo están al alcance de muy pocos de 
laboratorios. 
Se trata de metodologías alternativas de secuenciación como la pirosecuenciación 
(Pyrosequencing) (Mostafa Ronaghi et al., 1996) y la técnica metagenómica whole-genome shotgun 
sequencing (WGS). En el primer caso, aprovecha los avances de la nanotecnología para dar  lugar a 
la creación del primer equipo de secuenciación masiva (Secuenciador GS 20™). En el segundo caso, 
la técnica WGS está basada en la secuenciación al azar de los genomas de una comunidad 
microbiana. 
En la actualidad se acepta que las comunidades microbianas están constituidas por una 
fracción común o microorganismos más abundantes y una gran proporción de innumerables 
microorganismos cada uno muy poco abundantes o “biosfera rara” (Sogin, et al., 2006), además se ha 
encontrado que la mayoría de las secuencias recuperadas son muy parecidas entre sí, a lo cual se 
denomina Microdiversidad (Acinas et al., 2004) (Pommier et al., 2007). 
2.6. QUORUM SENSING 
El término Quorum Sensing (QS) (Fuqua et al., 1994) hace referencia al proceso de 
comunicación intercelular que se produce con elevadas concentraciones celulares con el objetivo de 
iniciar acciones cooperativas. La detección de quórum implica la producción y liberación al medio de 
moléculas señal de bajo peso molecular, denominadas autoinductores por parte de las células 
bacterianas. A medida que crece la población se incrementa el nivel extracelular de la molécula señal, 
hasta que se alcanza una concentración umbral que equivale a un censo mínimo o quórum, 
desencadenando la expresión de los fenotipos adecuados.  
Las bacterias utilizan éstas señales químicas extracelulares para coordinar acciones muy 
diferentes como son: producción de antibióticos, transferencia de plásmidos, síntesis de polisacáridos 
y exoenzimas relacionados con la virulencia en patógenos, formación de estructuras especializadas, 
esporulación y formación y maduración de biopelículas. Existen diversos sistemas utilizados por 
grupos bacterianos distintos que utilizan señales químicas diferentes.  
Existen tres tipos principales de señales de quórum: 
1. Las bacterias Gram-negativas producen generalmente N-acil-L-homoserín lactonas 
(AHLs) o (HSL). Esta familia de moléculas se identificaron por primera vez en bacterias 
bioluminiscentes marinas, como Vibrio fisheri que constituye el modelo de QS en 
bacterias Gram-negativas (figura 2.10). Este sistema consta de dos unidades: LuxI, 
proteína encargada de la síntesis de la señal y LuxR, regulador de respuesta encargado 
de detectarla. Se han detectado en más de 50 especies diferentes y regulan numerosos 
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procesos entre los que se incluye la maduración de biopelículas. Cada especie bacteriana 
puede producir diferentes análogos de AHL que difieren en la longitud de la cadena N-acil, 
en un rango que va desde los 4 a 14 carbonos y en la sustitución de la posición 3 de dicha 
cadena (McLean et al., 1997). Las bacterias que tienen capacidad QS son muy diversas 
encontrando una gran número de especies entre las Alfa, Beta y Gamma-Proteobacterias 
(Manefield y Turner, 2002)(Tabla 2.10) 
 
 
-Proteobacteria -Proteobacteria -Proteobacteria 
Agrobacterium Burkholderia Acidothiobacillus 
Bradyrhizobium Chromobacterium Aeromonas 
Brucella  Nitrosomonas Edwardsiella 
Mesorhizobium  Ralstonia Erwinia 
Rhodobacterhizobium  Hafnia 
Roseobacter  Halomonas 
Ruegeria  Pantoea 
Sinorhizobium  Pseudomonas 
  Serratia 
  Vibrio 
  Yersinia 
 
 
2. Las bacterias Gram-positivas utilizan pequeñas moléculas señal de naturaleza peptídica, 
denominadas autoinductores peptídicos (AIPs). Las señales se exportan activamente al 
medio e interaccionan con las proteínas sensoras de membranas. La transducción de la 
señal se produce mediante una cascada de fosforilación que culmina con la activación de 
una proteína que modula la transcripción de los genes diana, controlando procesos como 
la secreción de factores de virulencia, esporulación y competencia. 
 
3. La combinación de ambos tipos de comunicación se realiza a través del autoinductor 
denominado AI-2 cuya estructura es un diéster furanosil borato. Al contrario que los otros 
dos sistemas que son altamente específicos y se utilizan en la comunicación intercelular 
dentro de la misma especie, AI-2 se encuentra tanto en Gram-positivas como Gram-
negativas, lo que indica que podría actuar como lenguaje químico universal que permitiría 
la comunicación entre diferentes especies bacterianas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2.10. Géneros productores AHLs en Proteobacterias (Manefield y Whiteley, 2007). 
 
AN T E C E D E N T E S  
 
- 33 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.10. Detección de QS mediante la producción de AHL en Vibrio fisheri para el control de la bioluminiscencia 
(Engebrecht J., et al. 1984). . Los genes responsables de la luminiscencia en V.fisheri se organizan en dos operones, luxR y lux 
ICDABEG que se transcriben de forma divergente. La región reguladora que divide ambos operones contiene un sitio de unión de 
LuxR, también denominado lux box. El gen luxR codifica la proteína LuxR que es el receptor que se une al autoinductor y el 
activador transcripcional del operón  lux ICDABEG. El gen luxI codifica una proteína responsable de la síntesis del autoinductor, una 
AHL denominada VAI-1. Los otros genes del operon (luxA, luxB, luxC, luxD y LuxE) están implicados en la producción de luz. El 
proceso es el siguiente: a bajas densidades celulares el nivel de transcripción del operón lux ICDABEG es bajo, por lo que la 
cantidad de luz producida es inapreciable. Debido a que VAI-1 difunde libremente a través de la membrana, la concentración de 
AHL es la misma en el medio y el interior celular. A medida que aumenta el número de V. Fisher en el medio, VAI-1 se acumula 
hasta que alcanza un nivel umbral que es suficiente para que sea captado por la proteína LuxR. La interacción entre LuxR y AHL 
estimula la transcripción del operón lux ICDABEG produciendo un incremento de AHL vía LuxI y la emsión de luz. 
 
2.6.1  Quorum Sensing y la formación de biopelículas 
El sistema de Pseudomonas aeruginosa se utiliza como modelo en el estudio de formación 
de biopelículas (figura 2.11). Esta bacteria utiliza, al menos, dos pares de complejos homólogos a 
LuxI/LuxR, denominadas LasI/LasR y RhlI/RhlR que funcionan en tándem para controlar una gran 
variedad de genes. El sistema LasI/LasR inicia la cascada de señales induciendo la transcripción de 
factores de virulencia  responsables de la destrucción de los tejidos del hospedador. Entre los genes 
controlados por LasR está rhlR. Algunos investigadores han mostrado que, en mutantes que tienen 
deficiencias en el sistema QS, la morfología de la biopelícula difiere de las cepas parentales (Davies et 
al., 1998; Fuqua et al., 2004). Existen diferentes hipótesis acerca del papel que ejerce la comunicación 
mediante señales en el fenómeno de formación de biopelículas P. aeruginosa como es el 
desprendimiento celular y el control de los canales de circulación, por lo que su estudio ha sido de 
gran importancia para aclarar los procesos de formación de biopelículas (Davies et al., 1998). La 
producción de biopelículas en P. aeruginosa es un proceso complejo que implica varios pasos. Los 
procesos de QS no están implicados en la primera fase del desarrollo, en la que se producen la 
adherencia y la proliferación, sino que están involucrados en el proceso de maduración de la 
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biopelícula para el que es esencial LasR (Davies et al., 1998; Miller y Bassler, 2001; Pesci y Iglewski, 
1999). 
 
 
Figura2.11. Diagrama conceptual que muestra la comunicación célula-célula mediante moléculas señales. Autores  Bill 
Costerton y Peg Dirckx, de Center for Biofilm Engineering (CBE), Montana State University (EEUU) 
 
2.6.2  Detección de QS en bacterias Gram-negativas 
Desde que los genes luxI/luxR fueron identificados se necesitó casi 10 años más para 
empezar a identificar sistemas homólogos en otras bacterias Gram-negativas, la razón principal es 
que aunque existen algunas regiones altamente conservadas en los genes de la familia luxI/luxR, los 
niveles de homología son generalmente bastante bajos por lo que no es posible identificar estos genes 
mediante hibridación o PCR (Fuqua et al., 1996; Whitehead et al., 2001). 
Para buscar sistemas homólogos a LuxI/LuxR en otras bacterias es necesario diseñar cepas 
modificadas genéticamente que permitan detectar de forma sencilla la presencia de AHLs por otras 
bacterias. 
 a) Sistemas de detección de producción de AHL. 
i) Escherichia coli portadora de plámidos indicadores (figura 2.12): Una cepa de E.coli es 
transformada con el gen luxR de V.fisheri acoplado al promotor lux y a luxAB, pero del que 
se elimina el gen luxI y por lo tanto no puede producir VAI- 1. Esta cepa no puede producir 
luz a menos que se le proporcione una AHL exógena y un aldehído derivado de ácido graso 
de cadena larga (Bainton et al., 1992; Swift et al., 1993). Otra opción, es sustituir el gen 
luxAB de V.fisheri por el operón completo luxCDABE de Photorhabdus luminiscens, en el 
que no es necesaria la adición de un aldehído exógeno y responde a varias AHLs (Cámara 
et al., 1998). Debido a su alta especificidad el sensor LuxR responde bien a su inductor, 
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cuando AHLs son cadenas más cortas o de mayor longitud la respuesta es muy débil o 
nula. Por ello, existen otros sistemas donde LuxR es sustituido por otros reguladores de 
respuesta como LasR o RhlR que presentan menor especificidad y a los que se le ha unido 
como genes indicadores luxCDABE de Photorhabdus luminiscens o lacZ. 
sensor luxRI de V.fisheri con indicador lux de V.harveyi 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
ii) Chromobacterium violaceum como cepa indicadora (figura 2.13). Este sistema es menos 
específico que el sistema LuxR/LuxI de V. fisheri y sirve para detectar de forma sencilla un 
amplio rango de AHLs. En esta bacteria la producción del pigmento púrpura violaceína, está 
regulado por un sistema QS. Una C6-HSL es la responsable de la producción de violaceína 
por el homólogo de LuxI, CviI. En un mutante “albino” (CV026) la producción del pigmento 
puede ser inducida no sólo por la acción de C6-HSL sino también por AHLs con 
sustituyentes de entre 4 y 8 átomos, lo que permite detectar un amplio rango de señales 
AHLs (McClean et al., 1997; Cámara et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
sensor luxRI de V.fisheri con indicador lux de P. luminiscens 
 
sensor lasRI  o RhIR  de P. aeruginosa con indicador lux de P. luminiscens 
 
sensor traRI  de A. tumefaciens con indicador lacZ 
 
Figura 2.12. Sistemas de detección de producción de AHL mediante E. coli portadora de plásmidos. 
indicadores 
 
luxR luxA luxI B 
lux box 
 
luxR luxC luxI D 
lux box 
 
A B E 
lasR luxC lasI D 
 
A B E 
traR lacZ traG 
tra box 
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b) Sistemas de detección de homólogos de LuxI/LuxR (figura 2.14). Consiste en transformar las 
bacterias investigadas con un plásmido que contiene el operón lux  de V. fisheri al que se le 
había eliminado luxI y que utiliza lacZ o lux como indicador, comprobándose la producción de 
AHLs in vivo en estas bacterias (Swift et al., 1993) 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Otra estrategia alternativa consiste en, utilizando la misma cepa indicadora de E.coli que se 
había utilizado para la detección de AHL en los medios de cultivo, crear librerías genéticas de las 
cepas a estudiar con las que se transforma la cepa indicadora de E.coli, se aíslan las colonias 
bioluminiscentes, que, por tanto, han sido transformadas con un plásmido que contiene el gen 
homólogo a luxI (figura 2.15) (Swift et al., 1993). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
+ 
C.violaceum 
CV026 (cviI) 
AHL 
C4,C6,C
8 
Violaceína 
AHL+ 
luxA
B 
 
luxR 
 
AHL? + LUZ 
+ luxAB  luxR  
luxAB 
 
luxR 
 
luxI 
 
 LUZ 
AHL? Librería de clones E.coli 
Figura 2.14. Sistema de detección de homólogos de LuxI/LuxR por transformación con un plámido luxR
+
/luxI.
-
 
 
Figura 2.13. Sistema de detección de producción de AHL mediante la cepa Chromobacterium violaceum. 
 
Figura 2.15. Sistema de detección de homólogos de LuxI/LuxR por transformación de E.coli.  
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2.6.3  Comunicación interespecífica 
Al igual que V. fisheri, V. harveyi es una bacteria marina que regula la producción de 
bioluminiscencia mediante QS y que se ha estudiado como modelo en el estudio de comunicación 
híbrida entre bacterias (figura 2.16). No presenta homología con el sistema LuxI/LuxR de V. fisheri 
aunque presenta características acordes a los circuitos de QS de Gram-positivas y de Gram-
negativas. Esta bacteria produce y responde a autoinductores de tipo AHL (como en bacterias Gram-
negativas), aunque el gen responsable de su síntesis no es homólogo a luxI y, por otro lado, la 
transducción de la señal de QS se produce a través de una cascada de fosforilación (Miller y Bassler, 
2001) al igual que en Gram-positivas. La complejidad de este sistema radica en que la luminiscencia 
está controlada de forma simultánea por dos señales diferentes, una AHL y otra denominada AI-2 
(diéster furanosil borato). El gen luxS es el responsable de la síntesis de AI-2 (Bassler, 2002; Xavier y 
Bassler, 2003). Evidencias genéticas y bioquímicas sugieren que AI-1 media la comunicación entre 
individuos de la misma especie mientras que AI-2 media la comunicación célula-célula entre especies 
diferentes (Federle y Bassler, 2003). La producción de AI-1 parece ser única en V.harveyi, sin 
embargo, luxS está presente en el genoma de una gran variedad de Gram-Positivas y Gram-
negativas. Desde el punto de vista de la formación de biopelículas, es obvio que el sistema de QS 
mediado por AI-2 de comunicación interespecies presenta gran importancia en la coordinación y 
producción de biopelículas (Federle y Bassler, 2003). Actualmente, la información disponible del papel 
AI-2 en la formación de biopelículas se realiza en microbiología clínica, fundamentalmente biopelículas 
orales.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.16. Ejemplo del uso del AI-2 en sistemas de QS. V.harveyi está compuesto por dos sistemas sensores cada uno con su 
auntoinductor afín. AI-1 que es una AHL y es sintetizada por LuxLM, el otro, AI-2, es sintetizado por LuxS. A bajas densidades, los dos 
AIs producidos por la bacteria no son detectados por sus receptores, LuxN y luxQ. En ausencia de AIs se inicia una cascada de 
fosforilación que acaba con la fosforilación y activación de LuxO, un regulador de respuesta que bloquea la transcripción del operón lux. 
Cuando aumenta la densidad celular, los AIs son detectados por sus respectivos sensores que inician la desfosforilación en cascada, 
una vez que LuxO es desfosforilada, se desreprime la transcripción del operon lux y se genera luz por acción de la luciferasa. 
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2.6.4  Inhibición de QS como control del biofouling 
Uno de los aspectos que actualmente están en estudio en investigación marina es el uso del 
desarrollo de señales entre bacterias (QS) como agentes de control de biopelículas. Puesto que las 
señales QS son importantes en el crecimiento bacteriano, adhesión y formación de la biopelícula, la 
inhibición de estas señales conducen a la obstaculización de la formación de biopelículas (Ren et al., 
2001a) y a la inhibición de la patogenicidad bacteriana (Ren et al., 2001b). Zhang (2003) acuñó el 
término quorum quenching para denominar aquellas estrategias de interferencia de QS. Algunas 
bacterias como E.coli son capaces de importar AI-2 extracelular al interior de la célula, eliminando, por 
tanto, la señal del medio (Surette et al., 1999). Se ha sugerido que E.coli elimina la señal del medio 
como un mecanismo para “engañar” a otras especies comportándose como si estuviera en baja 
densidad (Federle y Bassler, 2003). 
Para inhibir el proceso de QS en bacterias Gram negativas existen diferentes estrategias. La 
primera de ellas consiste en bloquer la producción de AHLs, otra táctica consiste en la inactivación o 
completa degradación de la molécula señal generada y la tercera, consiste en evitar que la bacteria se 
percate de la existencia de la molécula señal mediante el bloqueo o la destrucción de la molécula 
receptora (homólogo de LuxR). Por tanto, existe tres posibles puntos débiles que son, el generador de 
la señal (homólogo de LuxI), la propia molécula señal (AHL) y el receptor de la señal (Rasmussen y 
Givskov, 2006).  
En relación a la primera de las estrategias se han encontrado algunas moléculas capaces de 
bloquear la producción de la molécula señal in vitro (Parsek et al., 1999), sin embargo, ninguna de 
ellas ha sido chequeada en bacterias in vivo por lo que los posibles efectos sobre funciones celulares 
son desconocidos, ya que la vía QS esta relacionada con los aminoácidos y el catabolismo de ácidos 
grasos. En cuanto a la segunda estrategia, la degradación o inactivación de AHLs puede producirse 
mediante degradación química, destrucción enzimática y metabolismo de los AHL. Finalmente, la 
tercera estrategia (bloqueo o destrucción de la proteína receptora) se realiza mediante un método 
explorado ampliamente que consiste en el bloqueo del receptor con una molécula análoga a la 
molécula señal. Estas moléculas análogas denominadas inhibidores de QS (QSIs) pueden ser de 
origen natural o sinteticos, en este último caso existen tres formas básicas de desarrollar la estructura 
de AHLs, bien introduciendo sustituciones en la cadena acil manteniendo el anillo de lactona,bien 
introduciendo sustituciones y alteraciones en el anillo de lactona, o finalmente, modificando tanto la 
cadena acil como el anillo, en este contexto se han encontrado algunas moléculas derivadas de AHLs 
que pueden bloquear la expresión controlada por QS, como por ejemplo, la sustitución del átomo de 
carbono en la posición 3 de la cadena acil por un átomo de azufre produce el bloqueo de la expresión 
tanto de LuxR (V.fisheri) como de LasR (P.aeruginosa) (Persson, 2005).  
En el caso de QSIs naturales éstos pueden ser aislados de fuentes naturales como plantas u 
hongos. De Nys y colaboradores en 1993, encontraron que la macroalga Delisea pulchra era capaz de 
inhibir la formación de fouling marino sobre su superficie mediante la excreción de moléculas  
identificadas como derivados de furanonas. Posteriores estudios de estas moléculas mostraron que 
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están implicadas en la interrupción de la comunicación por señales entre bacterias. En biopelículas de 
E.coli se ha observado que una molécula de la familia de las furanonas afecta al grosor de la 
biopelícula, reduce el número de canales de agua y disminuye el porcentaje de células vivas. Lo que 
sugiere que las furanonas naturales podrían ser usadas como un nuevo método de control de 
biopelículas bacterianas que no implicarían toxicidad. También inhibe el sistema QS de Vibrio harveyi 
vía autoinductor AI-1 y vía autoinductor AI-2, por tanto, esta furanona es una señal antagonista 
intercelular no-especifica (Ren et al., 2001). Otras investigaciones han demostrado que algunos 
compuestos químicos no sólo decrecen la producción de señales de QS sino que decrecen la 
densidad bacteriana y modifican la composición de las comunidades microbianas (Dobretsov et al., 
2006). Entre estos compuestos se han testado con éxito 2 moléculas derivadas de las furanonas 
(FUR1 y FUR2) las cuales inhiben las señales de QS mediadas por AHLs (Rasmussen et al., 2000; 
Martinelli et al., 2004), y el triclosan (TRI) el cual inhibe la síntesis de ácidos grasos (Zhang & Dong, 
2004).  
El estudio de las señales de QS y sus inhibidores, no en experimentos biomédicos y con 
biopelículas con una única especie es bastante limitado. Recientemente, se ha utilizado con éxito el 
concepto de QS para controlar la formación de biopelículas en membranas de bioreactores generadas 
en tratamientos de aguas residuales (Yeon et al., 2009). En estudio realizados en medio marino, se ha 
estudiado la producción de AHLs por la especie Roseobacter spp. aislada de agregados de nieve 
marina (Gram et al., 2002), también en Roseobacter sp. y Vibrio sp. asociadas a esponjas (Taylor et 
al., 2004) y en Alfaproteobacterias marinas planctónicas y bacterias asociadas con algas eucariotas 
(Wagner-Dobler et al., 2005).  
Los bloqueadores de QS afectan al asentamiento indirectamente por la modificación de las 
películas bacterianas, estudios de este tipo podrían inspirar el desarrollo de nuevas tecnologías que 
permitieran el control tanto del micro como del macrofouling (Dobretsov et al., 2006). Para realizar el 
estudio de quórum sensing y sus bloqueadores como sistema de control en biopelículas naturales 
(figura 2.17), es necesario en primer lugar tener un conocimiento de los microorganismos principales 
que componen las comunidades microbianas.  
 
Figura 2.17.Blocking quorum sensing en fases tempranas es una nueva estrategia para inhibir la formación de biopelículas. 
 
  
 
3. Material y Métodos 
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En este capítulo, se hace una breve descripción de la instalación piloto que ha permitido 
generar las muestras de biopelícula, así como, de la metodología y plan de trabajo llevado a cabo en 
esta memoria. 
3.1.  DESCRIPCIÓN DE LA PLANTA PILOTO. 
3.1.1.  Características de la planta piloto 
En este estudio se utilizó una planta piloto para reproducir las condiciones existentes en 
tubos de intercambio de calor en plantas térmicas. La planta piloto está en la Central Térmica “Los 
Barrios” situada en la bahía de Algeciras (Cádiz) (figura 3.1), perteneciente al grupo Endesa 
Generación. Está ubicada en la zona próxima a la toma de agua de mar que suministra el agua para el 
circuito de refrigeración de la central. Ello permite que el agua de aporte usada en los ensayos 
experimentales sea la misma que emplea la central para la refrigeración de sus condensadores. 
 
 
 
 
Está diseñada para monotorizar el comportamiento del condensador de cualquier central 
térmica con sistema de refrigeración en circuito abierto. Las principales características son: 
 Portátil: Está construida íntegramente dentro de un contenedor fácilmente transportable, lo 
que permite ubicarla en la toma de agua de cualquier central. 
 Versátil: Los componentes de la planta pueden ser adaptados a diferentes condiciones del 
condensador y simular diferentes situaciones. Cuenta con cinco tubos con los que operar 
simultáneamente en diferentes condiciones de trabajo y estudiar como afectan distintas 
variable a la formación del biofouling. Las variables con las que puede operar son: 
Figura 3.1. Emplazamiento de la planta piloto en la C.T Los Barrios 
Toma de agua  
refrigeración C.T 
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 1. material de los tubos.  
2. velocidad de circulación. 
3. temperatura de condensación en la carcasa del condensador 
4. tratamientos con biocidas 
En este estudio, la planta experimental ha empleado el titanio grado 2 como material de los 
tubos del cambiador de calor. También es el material utilizado en el intercambiador industrial, 
el titanio es un material que se usa muy frecuentemente en centrales térmicas debido 
principalmente a sus características de resistencia mecánica, que hace que los haces 
tubulares sean muy resistentes a las vibraciones y que los espesores de los tubos puedan 
ser menores, facilitando el intercambio de calor y también debido a sus propiedades químicas 
que, de forma similar al cobre, genera una capa inoxidable sobre su superficie, ofreciendo 
mayor resistencia a la corrosión. 
La velocidad de paso por los tubos en la planta piloto es de 2 m/s al igual que en el 
condensador de la central térmica. 
La temperatura de condensación en la carcasa del condensador en la planta piloto es de 34-
36 
o
C y en la central térmica es de 35 ±0,2
 o
C, con un salto térmico (entre la entrada y salida 
de los tubos) de 1-1,2
 o
C/mcondensador en la panta piloto y 0,85-1
 o
C/mcondensador en la central 
térmica. 
 Automática: Mediante un autómata programable (PLC y sistema SCADA), todos los equipos, 
bombas, válvulas y niveles de los depósitos están controlados por medio de diferentes 
sensores situados en toda la instalación. 
 Control y supervisión remota: Mediante telefonía móvil la planta se puede supervisar y 
controlar en su totalidad desde cualquier punto geográfico siempre que haya cobertura 
telefónica. La única operación in situ es rellenar los depósitos del agente antifouling cada 15 
días aproximadamente. 
 Estimación indirecta del biofouling: Entre los parámetros que se estudian para estimar el 
espesor de la biopelícula se ha demostrado que la resistencia a la transmisión de calor R f, es 
el parámetro que mejor refleja la formación y crecimiento del biofouling que es determinado 
en la planta piloto. 
3.1.2.  Tratamientos con biocidas utilizados en este estudio. 
En cuanto al tratamiento con biocidas, para este trabajo se han obtenido muestras de 
biopelícula sometido a diferentes tratamientos: cloro, Mexel® 432, radiación U.V y ácido peracético. 
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  Cloro es el agente antibiofouling industrial más utilizado y es el que utiliza la central térmica. 
Es un biocida de alto poder oxidante pero cuyo impacto ambiental justifica la investigación 
con métodos alternativos. Este se puede adicionar en forma de cloro gas, dióxido de cloro, 
disuelto en agua como hipoclorito, o como gas producido a través de un proceso electrolítico 
a partir del agua de mar.  
Su acción es muy eficiente puesto que tiene lugar a través de tres mecanismos 
complementarios: i) acción tóxica sobre los organismos precursores del fouling, ii) 
desprendimiento de la biopelícula, y iii) disolución de los componentes de la misma. Sin 
embargo, presenta algunos inconvenientes como por ejemplo la corrosión de los materiales 
del condensador, inducida por las altas concentraciones de cloro y de cloruros, y los efectos 
nocivos del cloro residual o alguno de sus compuestos combinados, en las aguas receptoras. 
La dosificación de cloro ha sido de 0, 20 ppm en continuo al igual que en la central térmica. 
 Mexel® 432, este producto comercial es un tensioactivo derivado de aminas alifáticas, cubre 
toda la superficie húmeda del circuito con una película protectora sobre las paredes del tubo 
actuando como agente dispersante e impidiendo que se deposite cualquier tipo de elemento 
ya sea orgánico o inorgánico sobre la superficie del circuito que está en contacto con el agua 
(figura 3.2). Presenta ventajas frente al cloro, como son: i) no genera sustancias tóxicas, 
carcinogénicas o corrosivas y, ii) se emplea en dosis menores, siendo en nuestro caso la 
dosis recomendada por el fabricante de 5 ppm 30 min al día mediante una bomba de jeringa 
controlada con un temporizador.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Mecanismo de acción del agente antifouling Mexel® 432. 
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 Radiación ultravioleta es un tratamiento alternativo que se usa principalmente en sistemas de 
refrigeración industrial abiertos recirculantes ya que trabajan con volúmenes de agua 
relativamente menores. En este trabajo, se han aprovechado las características de la planta 
experimental para conocer cómo afectaría la capacidad germicida de la luz U.V en un 
sistema abierto sin recirculación.  
El mecanismo de desinfección se basa en un fenómeno físico por el cual las ondas cortas de 
la radiación ultravioleta inciden sobre el material genético de los microorganismos y los 
destruye en corto tiempo. La UV absorbida promueve la formación de enlaces entre 
nucleótidos adyacentes, con lo que se crean moléculas dobles o dímeros (Jagger, 1967). La 
formación de un número suficiente de dímeros dentro de un microbio impide que éste 
replique su ADN y ARN, lo que imposibilita su reproducción. A diferencia de los 
desinfectantes químicos, las tasas de inactivación microbiana por UV no dependen del pH ni 
de la temperatura. Sin embargo, el mayor problema sería la escasa penetrabilidad de la 
radiación UV. 
 El ácido peracético o peroxiacético (APA) (CH3-COOOH) no existe comercialmente como 
producto puro. Lo que se conoce con este nombre son mezclas en equilibrio conteniendo 
ácido peracético, ácido acético, peróxido de hidrógeno y agua en proporción variable según 
las cantidades predeterminadas de ácido acético y peróxido de hidrógeno que se utilizan 
como reacción inicial en el proceso de fabricación. Es un eficaz agente bactericida, 
esporicida, fungicida e incluso virucida. Atravesando la membrana citoplasmática de las 
células, oxida sus componentes y destruye su sistema enzimático. En este trabajo se ha 
empleado el producto comercial Degaclean® 150 constituido por ácido peracético y peróxido 
de hidrógeno (Degussa, 2003). La solución se inyectaba mediante una bomba de carrera 
variable (Milton Roy Ltd.). El APA se inyectaba con una dosis de 60 mg/l por pulsos durante 
15 minutos al día, siempre a la misma hora gracias a la acción de un temporizador.   
En el estudio realizado, el efecto del APA sobre las bacterias asentadas no se realizó en el 
mismo período que el resto de biocidas, por motivos operacionales debido a la disponibilidad 
de tubos en el intercambiador de calor. Paralelamente, se utilizó una muestra control. 
3.1.3.  Componentes de la planta piloto. 
Los componentes de la planta piloto se pueden clasificar en sus sistemas principales: 
a) Sistema de captación de agua de mar (figura 3.3), formado por:  
 Bomba de aspiración de agua de mar. 
 Tanque de alimentación de agua de mar. 
 Tuberías y accesorios de interconexión. 
 
 
 
 
M A T E R I A L  Y  M É T O D O S  
 
-  47  -  
 
- 
 
DEPÓSITOS DE CLORACIÓN 
Tubo I 
Tubo II 
Tubo IV 
Tubo V (control) 
Tubo III 
CONTROL DE CAUDAL 
INTERCAMBIADOR DE CALOR DE CARCASA Y TUBOS (ICCT) 
TANQUE DE ALIMENTACIÓN (TA) 
BOMBA (B-20) 
BOMBA (B-10) 
AGUA DE MAR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) Sistema de impulsión de agua de mar a través de todo el circuito (figura 3.4), formado por: 
 Bomba circuladora de agua de mar. 
 Sistemas de distribución de caudales hacia cada tubo del intercambiador. 
 Depósitos de cloración. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) Intercambiador de calor de carcasa y tubos (figura 3.5), formado por: 
 Carcasa de PVC. 
 5 tubos de titanio de 12 mm de diámetro interno, 15 mm  de diámetro externo y 3,2 m de 
longitud. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Sistema de captación de agua de mar de la planta piloto. 
Figura 3.4. Sistema de impulsión de agua de la planta piloto. 
Figura 3.5. Intercambiador de calor de carcasa de la planta piloto. 
BOMBA (B-20) 
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B -30 D 
B -30 C 
B -30 B 
B -30 A 
TANQUE BIOCIDA (TH-A) 
TANQUE BIOCIDA (TH-B) 
VÁLVULA TRES VÍAS 
VASO EXPANSIÓN 
BOMBA (B-50) 
TANQUE DE MEZCLA (TM) 
INTERCAMBIADOR DE PLACAS (IC) 
Figura 3.7. Sistema de calefacción de la panta piloto. 
d) Sistema de dosificación de biocidas (figura 3.6), formado por: 
 Tanques de dosificación. 
 Bombas dosificadoras. 
 Tuberías dosificadoras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) Sistema de calefacción externa del intercambiador de calor de carcasa y tubos (figura 3.7), 
formado por: 
 Tanque de mezcla 
 Intercambiador de calor de placas. 
 Caldera eléctrica. 
 Bomba circuladora de circuito primario de calefacción. 
 Bomba circuladora de circuito secundario de calefacción. 
 Bomba circuladora de circuito terciario de calefacción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
f) Sistema de recogida de agua de mar de salida de los tubos. Se acoplaron probetas al final de 
cada tubo del intercambiador. Las probetas son secciones de tubo del mismo material de estudio 
con una longitud de 8 cm de longitud (figura 3.8). Se hallaban abiertas longitudinalmente para 
facilitar la extracción de la biopelícula del interior y recubiertas de silicona exteriormente para 
evitar la separación de ambas superficies durante los períodos de ensayo. 
BOMBAS DOSIFICADORAS 
CALDERA ELÉCTRICA (CE) 
Figura 3.6. Sistema de dosificación de biocidas. 
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g) Sistema de esterilización por radiación ultravioleta en pvc, UV 4000 (figura 3.9): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
h) Sistemas de control y adquisición de datos, formado por: 
 Control y medición de caudales. 
 Control y medición de temperaturas.  
 Medición de presión diferencial. 
 
3.1.4. Condiciones de operación. 
El intercambiador de calor de carcasa y los tubos simulan el condensador de la central 
térmica en la velocidad de paso del agua de mar por el interior de los tubos y el gradiente de 
temperatura que el agua de mar experimenta en su paso por el mismo. 
Para controlar la velocidad de paso, la planta consta con un sistema de medición y control del 
caudal en cada uno de los tubos del intercambiador de calor. 
Cámara de 
irradiación 
Figura 3.9. Sistema de esterilización por radiación ultravioleta de la planta piloto. 
Figura 3.8. Detalle de una probeta cortada longitudinalmente. 
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TAN QUE ALIMENTACIÓN  (TA)
AGU A D E M AR
INTERC AMBIADOR D E C ALOR D E C ARC ASA Y TUB OS (ICCT)
TAN QUE DE M EZCLA (TM)
tubos dosificación  hipoclorito sód ico
TAN QUE HIPOCLOR ITO SÓD ICO (TH- A)
BOMB AS D OSIFIC AD OR AS
BOMB A (B-10)
BOMB A (B-20)
DEPÓSITOS CLOR AC IÓN
CALD ER A ELÉCTRIC A (C E)
BOMB A (B-60)
VÁLVULA TRES
VÍAS
BOMB A (B-40)
INTERC AMBIADOR D E PLAC AS (IC P)
BOMB A (B-50)
CONTROL D E C AUD AL
TAN QUE HIPOCLOR ITO SÓD ICO (TH-B)
CAUDALÍME TRO
Tubo I
Tubo II
Tubo III
Tubo IV (Probetas)
Tubo V (Control)
VASO EXPANSIÓN
B-30 D
B-30 C
B-30 B
B-30 A DC-A
DC-B
DC-C
DC-D
Para conseguir el gradiente de temperaturas en el agua de mar, el intercambiador de calor 
dispone de un sistema de calefacción externo que sustituye el vapor de la central térmica por agua 
dulce de calefacción. La temperatura de entrada de este fluido calefactor, es controlada mediante la 
mayor o menor recirculación de caudal en el circuito terciario de calefacción, obteniendo una 
temperatura de entrada constante en el valor establecido. 
Para simular la cántara de la central térmica, que es donde se produce la mezcla del agua de 
mar con el hipoclorito sódico, existen los depósitos de biocida donde tiene lugar la dosificación y 
almacenado. La dosificación es la necesaria para mantener las distintas concentraciones fijadas de 
cloro a la salida del intercambiador de calor para comprobar, de este modo, el efecto que tiene dichas 
concentraciones en la formación y crecimiento de biofouling en los tubos del intercambiador. 
El esquema general de la planta piloto con todos los sistemas descritos anteriormente se 
presenta en la figura 3.10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.5  Parámetros analizados in situ en la planta piloto 
Para estimar el crecimiento del fouling de forma indirecta, la planta piloto consta de sensores 
que miden temperatura de entrada y de salida del agua de refrigeración, el flujo de agua, la presión 
diferencial, así como, temperatura de entrada y salida del agua de calefacción en la carcasa. Estas 
variables permiten obtener los valores de Resistencia por fricción del fluido (Rf) y Resistencia a la 
trasmisión del calor (RT) usando formulas matemáticas (Robles-Casanuevas, 2009). El primero de 
ellos relaciona la resistencia friccional del fluido con los depósitos de fouling, con la disminución del 
Figura 3.10. Esquema general de la planta piloto. 
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diámetro efectivo de los tubos y con el incremento de la rugosidad del soporte (Characklis et al., 
1990). En el caso de la Resistencia a la trasmisión del calor (RT), es la suma de la resistencia a la 
transferencia de calor convectiva y conductiva, la primera resulta del movimiento del fluido y 
generalmente disminuye a medida que el fouling se acumula debido a que la rugosidad del depósito 
incrementa la turbulencia en la interfase, por el contrario, la resistencia a la transferencia de calor 
conductiva se debe a las capas aislantes formadas por los depósitos y, generalmente, aumenta a 
medida que los depósitos de fouling se acumulan (Characklis y Marshall, 1990). 
Ambos factores indican directamente el crecimiento del fouling y su efecto en el 
funcionamiento del sistema pero no proporcionan información sobre el tipo y composición del depósito 
(Robles-Casanuevas, 2009). 
Dentro de estos dos factores el de resistencia a la transmisión de calor Rf es más sensible a 
la acumulación del fouling, siendo un buen indicador indirecto del ensuciamiento de los tubos (Robles-
Casanueva, 2009). 
En la experiencia realizada con biocidas durante un periodo de colonización de 60 días se 
observó la evolución del crecimiento del fouling a través del estimador Rf.  
3.2. PLAN DE TRABAJO 
3.2.1  Zona de estudio 
La Central Térmica. Los Barrios y la planta piloto está situada en la bahía de Algeciras en el 
sur de la península ibérica. La bahía se halla en la zona Mediterránea del estrecho de Gibraltar, tiene 
unos 10 km de largo por unos 8 de ancho, lo que se traduce en una superficie de 7500 hectáreas con 
profundidades de hasta 400 m en el centro de la bahía (figura 3.11 y 3.12). 
 
 
 
 
Figura 3.11. Panorámica de la bahía de Algeciras con la C.T. Los Barrios a la izquierda. 
C.T. LOS BARRIOS 
C.T LOS BARRIOS 
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En esta bahía se producen importantes vertidos contaminantes entre los que destacan los 
procedentes de grandes poblaciones (Algeciras, La Línea de la Concepción, y Gibraltar), y de su área 
industrial, una de las más destacadas de Andalucía, en la que hay una notable presencia de industrias 
petroquímicas así como de producción de acero, papel y energía (centrales térmicas) y un tráfico 
marítimo acusado. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.12. Situación geográfica del campo de Gibraltar y localización de los polígonos industriales. 
MAR 
MEDITERRÁNEO 
Bahía  
de  
Algeciras 
C.T. 
LOS BARRIOS 
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En el Plan de Calidad Ambiental del Campo de Gibraltar (2001) en el que la central térmica 
Los Barrios y, por tanto, la planta piloto estan dentro de la zona de estudio, se obtuvieron las 
siguientes conclusiones:  
En la estación ubicada frente a la factoría de Acerinox y la C.T Los Barrios, se aprecia un 
incremento en las concentraciones de NO
-
3 además de un aumento de los niveles de Pb, As, Cu, Cr, 
Ni y Zn. Presenta contaminación por nitratos proveniente de vertidos agropecuarios y urbanos 
transportada hasta la bahía por los ríos Palmones y Guadarranque, además de una importante 
componente industrial consistente en los vertidos al litoral de las industrias del acero.  
En relación a la contaminación atmosférica, el dióxido de azufre (SO2) es el principal 
contaminante emitido, siendo la fuente prioritaria la emisión industrial, debido a la multitud e 
importancia de sus focos fijos, situados, entre otros, en centrales térmicas, industrias siderúrgicas, 
papeleras y petroquímicas. 
En cuanto a los sedimentos, la bahía de Algeciras presenta contaminación crónica por 
hidrocarburos principalmente hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH) como consecuencia del 
intenso tráfico marítimo, industrias de refinería, así como, los vertidos de petróleo al medio marino 
provocados por accidentes (Morales-Caselles et al., 2007; Cesar et al., 2007, Jiménez-Tenorio et al., 
2008). 
3.2.2  Diseño experimental 
En función de de los estudios previos realizados en la propia planta piloto, se optó por los 
meses de verano  para la recogida de muestras, en base al aumento de biomasa observado tanto en 
el material depositado en los tubos (Nebot et al., 2007) como de biomasa planctónica en el agua de 
aporte durante esta época del año (Nebot et al., 2006).  
La elaboración de este estudio se realizó en tres etapas, en la primera, el objetivo fue 
identificar las especies bacterianas responsables de los primeros estadios de formación de la 
biopelícula, para ello se tomaron muestras por duplicado a los 3 días, 6 días, 12 días, 24 días y 60 
días del tubo completo y paralelamente se recogieron probetas a los 15, 28 y 42 días de circulación de 
agua de mar por el condensador. 
En la segunda etapa del estudio se ha estudiado como ha repercutido el potencial antifouling 
de los biocidas ensayados (cloro, Mexel® 432, radiación ultravioleta y ácido peracético) sobre las 
especies presentes en la biopelícula, para lo que se tomaron muestras por duplicado tras 60 días de 
colonización.  
En la tercera etapa, se realizaron diferentes estrategias para identificar bacterias con 
capacidad QS y que formaban parte de la biopelícula que colonizaba los tubos del intercambiador en 
la planta piloto. Además, se estudió la formación de biopelículas en bioreactores. 
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3.2.3.  Recogida y pretratamiento de muestras. 
La biopelícula, al igual que en el intercambiador industrial, se deposita en el interior de los 
tubos del condensador de la planta piloto a medida que va pasando el flujo de agua de mar a través 
del circuito de refrigeración.  
Recogida de muestras 
Los tubos donde se produce la colonización se hallan dentro del intercambiador de carcasa. 
Por ello, para poder proceder a la recogida y posterior análisis de la biopelícula depositada se ha 
diseñado un dispositivo de acero inoxidable en forma de émbolo que se ajusta perfectamente a la 
sección interior del tubo (figura 3.12). Este dispositivo se introduce en el interior de cada tubo y 
mediante la aplicación de una fuerza de compresión va arrastrando todo el material adherido al 
desplazarse por el interior hasta alcanzar el final del mismo donde se halla un recipiente estéril 
adecuado que permite recoger el depósito extraído. 
Se fabricaron 5 dispositivos independientes y autoclavables de forma que la biopelícula 
extraída de cada tubo cumpliera las condiciones adecuadas de esterilidad. Los recipientes que 
contenían la muestra extraída se almacenaban en frío hasta su llegada al laboratorio donde se 
guardaban a -80 
o
C hasta su posterior procesado. 
En el caso de las probetas, una vez que se retiraban y se sustituían por nuevas, se 
introducían en recipientes estériles e igualmente se almacenaban a -80 
o
C. Para extraer la biopelícula, 
el tubo se separaba en sus dos mitades y se rascaba cada una de ellas utilizando una pipeta 
automática con puntas estériles a modo de rascador.  
 
 
 
 
Placa tubular 
Acoplamiento flexible 
Pistón de goma 
Vara (4 m) 
Manga  b 
 Longitud del tubo del 
intercambiador de calor  
(3200 mm) 
Arandela de compresión 
Tuerca 
Figura 3.12. Dispositivo para la extracción de la biopelícula del interior de los tubos del intercambiador de calor. 
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Pretratamiento de muestras 
Tras la descongelación a temperatura ambiente de las muestras, se procede al lavado de las 
mismas con el objetivo de minimizar la presencia de sustancias inhibidoras de la PCR. Para ello, el 
primer paso consistía en homogeneizar y repartir las muestras en volúmenes equitativos usando tubos 
Falcon de 50 ml. A continuación se centrifugaban a 6000 g durante 10 minutos a 4 
o
C, en una 
centrífuga refrigerada Jouan modelo MR22i y posteriomente se retiraba el sobrenadante.  
Con la pastilla y una cantidad adecuada del líquido sobrenadante anterior para homogenizar, 
se procedía a centrifugar a 6000 g durante 3 minutos a 4 
o
C, retirando el sobrenadante, de nuevo. 
Se homogenizaba la pastilla con agua milliQ autoclavada y se traspasaba a tubos Eppendorf 
cantidades equitativas de 1 ml. 
Los tubos Eppendorf se homogenizaban en un vórtex y se centrifugaban a máxima velocidad 
durante 10 minutos. Tras la centrifugación se elimina el sobrenadante y se homogeniza la pastilla. Se 
realiza el mismo procedimiento de lavado con agua milliQ durante tres veces. 
 
3.3  DETECCIÓN DE MICROORGANISMOS A PARTIR DE SUS ÁCIDOS 
NUCLEICOS. 
La descripción del protocolo se muestra esquemáticamente en el siguiente diagrama (figura 
3.13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Figura 3.13. Procedimiento de análisis de la diversidad microbiana en muestras naturales mediante PCR-DGGE 
 
BIOFILM 
Extracción de ADN 
PCR usando primers específicos 27f y 
907r -1522r del ADNr 16S 
PCR anidada usando los 
primers 341f -GC y 518r  
Huella genética 
de la 
comunidad por 
DGGE 
SECUENCIACIÓN 
IDENTIFICACIÓN 
MICROBIANA 
Construcción de una 
genoteca de clones 
 
 
 
 
 
PCR anidada 
usando 
primers 341f-
CG y 518r 
Selección de clones 
positivos mediante PCR 
con primers específicos 
de plasmido, T7 y T3r 
 
M A T E R I A L  Y  M É T O D O S  
 
- 56 - 
3.3.1  Extracción de ADN 
El proceso de extracción de ADN es el primer paso del protocolo para llevar a cabo el análisis 
molecular de comunidades bacterianas presentes en las diversas muestras analizadas. 
Debido a la naturaleza de nuestras muestras, en algunos casos, baja concentración de ADN 
y/o presencia de inhibidores, se realizó, en primera instancia, un estudio para hallar el procedimiento 
más optimo para extraer el ADN de las muestras a analizar. 
En primer lugar se utilizó el protocolo de extracción de ADN descrito por Tsai y Olsen, (1991). 
El paso más comprometido era la lisis de todas las células presentes en la muestra, especialmente 
algunas bacterias Gram-positivas. Por ello, se utilizaron ciclos de congelación y descongelación, 
detergentes como el SDS y enzimas (como la lisozima) que degradan las paredes de bacterianas 
constituidas fundamentalmente por peptidoglicano.  
Una vez que las células han sido lisadas, el ADN se purifica con fenol y cloroformo y 
finalmente se concentra con etanol. El protocolo, en detalle, se describe a continuación. 
Se transfiere la muestra obtenida a microtubos de centrifugado y se resuspende con 400 l 
de buffer TNE (100 mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 50 mM EDTA; pH 8.0). Para lisar las células 
mecánicamente las muestras se someten a tres ciclos de congelación/descongelación (-80
o 
C/65
 o 
C). 
A continuación, se emplean detergentes para romper las cubiertas celulares; se añaden 50 l 
de N-lauril sarcosina (20%) mezclando bien la suspensión e invirtiendo suavemente los tubos, y 100 l 
de SDS (10%), de nuevo se mezcla bien invirtiendo los tubos muy lentamente. 
Para romper la pared bacteriana de peptidoglicano se lleva a cabo un tratamiento con 
lisozima utilizando 20 l de una solución de 100 mg/ml. La suspensión se incuba a 37
o 
C durante 30 
minutos. El paso siguiente también consiste en un tratamiento enzimático para ayudar en la lisis 
celular y degradar algunos componentes celulares; para ello, se trata la muestra con proteasa K, se 
añade 100 l (10 mg/ml) para digerir las proteínas. La muestra ha de mezclarse cuidadosamente y se 
incuba unas 3 horas a 50º C. Tras esta incubación se añaden 65 l de solución CTAB/NaCl (10% 
CTAB/0.7 M NaCl), se mezcla suavemente y se incuba durante 10 minutos a 65º C.  
A continuación se realiza una doble extracción con fenol y cloroformo para eliminar la mayor 
parte de las proteínas y otros compuestos celulares. La suspensión se mezcla cuidadosamente para 
no fragmentar el ADN con 750 l de fenol saturado con tampón TE (10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA; 
pH 8.0, 4º C). Se centrifuga a 8.000 x g, 10 minutos a temperatura ambiente, se recupera 
cuidadosamente, la fase acuosa (superior), que contiene el ADN mientras que los residuos celulares y 
proteínas deberían quedar en la fase fenólica (inferior). La extracción con fenol se repite si se observa 
la presencia de una gran cantidad de interfase (generalmente blanca) entre la fase acuosa y fenólica. 
M A T E R I A L  Y  M É T O D O S  
 
-  57  -  
En la extracción con cloroformo se utilizan 750 l de alcohol cloroformo:isoamílico (24:1 v/v) 
para eliminar proteínas, otros residuos celulares y restos de fenol. La suspensión ha de mezclarse 
suavemente durante unos minutos y se centrifuga (8000 x g, 6 minutos, a temperatura ambiente) para 
separar las dos fases. Para eliminar monómeros y sales en solución, así como, concentrar el ADN 
mediante precipitación con etanol, se emplean 0.1 volumen de Acetato de Sodio 3M (pH 5.2) y 2.5 
volúmenes de etanol (100%, -20º C). Se mezcla la suspensión cuidadosamente y se incuba a -20º C 
durante 10-20 minutos (o en hielo durante 15-30 minutos). Se centrifuga a 4º C a la velocidad máxima 
de la microcentrífuga (14000 x g, 30 minutos). Se descarta el sobrenadante con cuidado de que no se 
desprenda la pastilla de ADN.  
A continuación, se lava la pastilla con 500 l de etanol 70% a temperatura ambiente y se 
centrifuga (14000 x g, 10 minutos, a temperatura ambiente). Se descarta el sobrenadante. La pastilla 
de ADN obtenida se seca a temperatura ambiente, para lo que se colocan los tubos abiertos en 
posición invertida durante 30-40 minutos sobre papel de filtro. La pastilla se disuelve en tampón TE 
(pH 8.0) durante toda una noche a 4º C, para asegurar la completa disolución del ADN de alto peso 
molecular.  
Con el ADN extraído siguiendo este protocolo se conseguían amplificar el gen 16S ARNr 
utilizando los primers 27 foward (BSF8/20) y 907 reverse (BSR 928/22). En la amplificación se obtenía 
el amplicón de aproximadamente 900 pb. 
A continuación se realizaron ensayos utilizando diversos kits comerciales descritos en 
bibliografía, siguiendo en cada uno de ellos las recomendaciones del fabricante. Los kit utilizados 
fueron: 
 kit de extracción NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel & Co., Düren, Alemania) 
 kit de extracción UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories, Inc. Carlsbad, 
CA, EEUU) 
 kit de extracción AQUAPURE GENOMIC DNA kit (Bio-Rad, Munich, Alemania)  
 kit de extracción JET flex Genomic DNA Purification Kit (Genomed, Löhne, Alemania ) 
Para comprobar la eficiencia de cada kit ensayado, se comprobaba la calidad y cantidad de 
ADN genómico extraído midiendo la absorbancia (A) de la solución de ADN a las longitudes de onda 
de 260 y 280 nm. Generalmente, se preparan diluciones 1/100 en agua o tampón TE y se utiliza agua 
o tampón como blanco para la determinación espectrofotométrica. Se calcula la concentración de ADN 
en ng/l a partir de la formula: A260 x 50 x factor de dilución, siendo 50 el coeficiente de extinción 
(Sambrook et al., 1989). La calidad del ADN se evalúa a partir de la relación A260/A280 del ADN, que 
debería dar entre 1,8-2,0. Valores muy inferiores indicarían la presencia de impurezas (por ejemplo, 
proteínas). Además,  se hacía una electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando como marcador 
molecular  λ-Hind III (Dominion, MBL, Córdoba, España). Posteriormente, se procedía a amplificar el 
gen 16S ARNr a partir del ADN extraído. 
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Con el fin de optimizar las condiciones de amplificación por PCR, se ensayaron, diferentes 
volúmenes de ADN molde, de Mg
2+ 
y de dNTPs, así mismo, se ensayó con dos parejas de cebadores 
universales, 27f (BSF8/20)-907r (BSR 928/22) y 27f (BSF8/20)- 1522r (BSR1541/20) que resultarían 
en productos de amplificación de unas 900 y 1500 bases, respectivamente. 
Tras realizar diferentes ensayos se decidió utilizar el kit de extracción UltraClean Microbial 
DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories, Inc. Carlsbad, CA) obteniéndose entre 40-50 ng/µl de ADN 
metagenómico con una relación Abs 260/280 ≈1,8-2 y un volumen final de 50 µl. La electroforesis en gel 
de agarosa daba una banda discreta en torno a los 23 Kpb, demostrando así la calidad del ADN 
genómico extraído. Siguiendo este protocolo se conseguían amplificar genes 16S ARNr con las dos 
parejas de cebadores ensayadas. Obteniéndose tras la amplificación un amplicón de 
aproximadamente 900 pb y 1500 pb, respectivamente. 
3.3.2  Amplificación del gen 16S ADN ribosómico por PCR  
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés “polymerase chain reaction”) 
permite detectar y amplificar secuencias de genes de copia única a partir de una muestra genómica, 
siempre que podamos sintetizar cebadores complementarios a secuencias conocidas del gen. 
Para determinar la composición de la comunidad procariota en una muestra ambiental, 
generalmente se utiliza el gen ARN ribosómico 16S, cuya secuencia permite la identificación de las 
bacterias debido a la existencia de extensas bases de datos de secuencias del gen.  
Para reducir el riesgo de contaminación en las reacciones de PCR, todas las soluciones se 
preparan con agua MilliQ estéril. Para cada mastermix, se prepara un control negativo, en el cual en 
vez de utilizar ADN molde se usaba agua para excluir la posibilidad de un falso positivo debido a 
contaminación. 
Para obtener secuencias de ARNr 16S prácticamente completas utilizamos los oligos 27f y 
1522r. Se prepararon  reacciones de 50 l en tubos de PCR de 0,2 ml, conteniendo 1 l de cada 
cebador (solución stock a 50 M), 2,5 l de MgCl2 (solución stock a 50 mM), 5 l de una mezcla de los 
cuatro desoxirribonucleotidos (2.5 mM), 5 l de buffer Biotaq 10X (670 mM  Tris HCl, 160 mM 
(NH4)2SO4, 0,1% Tween-20 pH 8.8), 0,5 l de enzima Taq polimerasa de ADN Biotaq (Bioline, 
Randolph, Massachussets, EE.UU)) equivalente a 5 unidades y como ADN molde se utilizó 1 l de 
ADN extraído o una dilución adecuada. El volumen final de la reacción se completó hasta los 50 l con 
agua MilliQ estéril. 
Los cebadores empleados para la PCR y secuenciación (Tabla 3.1) fueron disueltos con agua 
MilliQ estéril para preparar una solución stock de 50 μM. Todos los cebadores y reactivos de la PCR 
fueron almacenados a -20ºC. 
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Tabla 3.1. Oligonucleótidos empleados como cebadores en las reacciones de amplificación por PCR y secuenciación. 
Cebador 
 
 
 
Secuencia  5’      3 
Posición 
relativa en el 
gen ARN 16S 
de 
Escherichia 
coli 
Organismo diana Referencia 
27F 
AGA GTT TGA TCC TGG CCA 
G 
27  Hicks et al., 1992 
907R 
CCC CGT CAA TTC ATT TGA 
GTT T 
907-886  Weisburg et al., 1991 
1522R 
AAG GAG GTG ATC CAG CCG 
CA 
1522-1503 Bacteria González et al., 2003 
341F-GC TAC GGG AGG CAG CAG 341-397  
Muyzer et al., 2003 
518R ATT ACC GCG GCT GCT GG 518-500  
T7 
TAA TAC GAC TCA CTA TAG 
GG 
- 
Vector pcR 4 Ausubel et al., 1992 
T3 
ATT AAC CCT CAC TAA AGG 
GA 
- 
 
La PCR se realiza en un termociclador BioRad  MJ Mini con el siguiente programa: etapa 
previa de 2 min desnaturalización a 94º C, seguido de 35 ciclos de 1 minuto de desnaturalización a 94º 
C, 1 minuto de hibridación a 54º C, 2 min de elongación a 72º C y finalmente una etapa de 10 min a 
72º C como una prolongación de la última elongación. 
Para comprobar que las amplificaciones fueron satisfactorias en cada caso, los productos de 
las reacciones fueron visualizados a través de una electroforesis en gel de agarosa D-1 low Eeo 
(Pronadisa, Madrid, España) al 1% (p/v) al que se le añade Bromuro de etidio (1 μl/ml) para teñir los 
productos de PCR, siguiendo el protocolo estándar (Voytas, 1982). Para ello, 5 μl de los productos de 
amplificación por PCR se mezclaron con 2 μl de tampón de carga para la electroforesis (apartado x). 
La electroforesis se realizó en una unidad de electroforesis horizontal modelo Mini-sub cell GT 
(BioRad) utilizando TAE 0.5x pH 8,0 como tampón. La fuente de alimentación eléctrica empleada fue 
Power Pac Basic (BioRad). La electroforesis se desarrolló durante 60 min 65 V. El gel fue observado 
en un transiluminador UV 2000 (BioRad) que emite luz UV a una longitud de onda de 312 nm. Los 
geles realizados se fotografiaron con una cámara digital Kodak Edas® DC290 utilizando el programa 
informático Adobe Photodeluxe Business Edition 1.0 (Adobe Systems, Inc., New Jersey, EEUU). 
Junto con los productos de PCR se utiliza el marcador 100 pares de bases 1,5Kpb (Dominion, 
MBL, Córdoba, España) para verificar que las bandas electroforéticas tienen el tamaño esperado 
(1500pb). Este proceso sirve para comprobar que la amplificación ha sido satisfactoria. 
Para visualizar la complejidad de secuencias de ADNr 16S utilizamos la electroforesis en 
gradiente desnaturalizante (DGGE). Para ello es necesario realizar una amplificación con objeto de 
obtener productos de PCR con una cola rica en GC. El cebador 341F-GC lleva la cola rica en GC con 
el objetivo de crear una zona resistente a la desnaturalización durante el análisis por DGGE y así 
evitar la separación completa de las dos hebras del fragmento de ADN durante su migración 
electroforética y estabilizar así su migración en el gradiente químico. 
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Las secuencias se reamplifican con una PCR “anidada” de aproximadamente 200 pb del gen 
16S rDNA, la reacción se lleva acabo en un volumen de 50 l utilizando como ADN molde 1l de PCR 
de la primera ronda. Los oligos utilizados son el 341f-GC que lleva en su extremo 5’ una cola de 40 
bases rica en GC (5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G-3’) 
(Muyzer et al., 1993) para estabilizar los fragmentos de ADN y el primer universal 518r. 
Las condiciones de la reacción se han descrito anteriormente, el programa del termociclador 
es básicamente similar al anterior, en este caso se reduce el tiempo de elongación ya que el 
fragmento a amplificar en este caso es más corto (<200 pb): etapa previa de 2 min de 
desnaturalización a 95º C, seguido de 35 ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 95º C, 15 
segundos de hibridación  a 55º C, 30 segundos de elongación a 72º C, y finalmente una etapa de 10 
min a 72º C para completar la extensión. 
La presencia de productos de PCR fue confirmada mediante electroforesis en gel de agarosa 
al 2% (w/v) y visualizados como se ha descrito anteriormente antes del análisis de DGGE. 
3.3.3  Análisis electroforético mediante la técnica “fingerprinting” DGGE 
(“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”)  
Las técnicas “fingerprinting” proporcionan un patrón o perfil molecular de una comunidad 
bacteriana basado en las propiedades físicas de separación de los ácidos nucleicos. Algunas de estas 
técnicas pueden ser usadas para comparar comunidades microbianas de diferentes ambientes o para 
estudiar su evolución a lo largo del tiempo (Muyzer, 1999). 
La estrategia general para obtener el perfil genético de una comunidad microbiana consiste 
en la extracción de ácidos nucleicos, la amplificación de ARN ribosómico 16S y el análisis de los 
productos de PCR por un técnica fingerprinting, como la DGGE. Las bandas distinguibles en el patrón 
de separación, son  probablemente derivadas de las especies dominantes dentro de las comunidades 
objeto de estudio (Muyzer et al., 1993, Muyzer and Ramsing, 1996). 
La separación de los fragmentos por DGGE esta basado en  la disminución de la mobilidad 
electroforética de fragmentos de ADN de doble cadena en un gel de poliacrilamida que contiene un 
gradiente lineal de agentes desnaturalizantes como la formamida y la urea. (Muyzer y Ramsing, 1996; 
Muyzer, 1999). Para ello, se ha diseñado una cola rica en contenido de G y C que se incorpora a 
dichos fragmentos durante la amplificación por PCR y que servirá para estabilizar la migración de los 
productos de ADN (Muyzer et al., 1993).  
La temperatura y la concentración de un agente desnaturalizante en el cual un fragmento de 
ADN de doble hebra se desnaturaliza depende de los puentes de hidrógenos formados entre los pares 
de bases GC y AT y de las interacciones entre las bases vecinas de la misma cadena. Los pares de 
GC son mucho más estables a la desnaturalización que los pares AT. Una diferencia de tan sólo un 
único nucleótido puede producir variaciones en la migración de las moléculas de ADN (González y 
Sainz-Jiménez, 2004.) 
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La cola rica en GC que se incorpora durante la amplificación por PCR es muy resistente a la 
desnaturalización química por lo que, durante la electroforesis llega un punto en el gradiente químico 
donde las hebras de ADN se disocian excepto en el lugar donde está la cola rica en GC dando lugar a 
una estructura que recuerda a una horquilla. La velocidad de migración en esta configuración  es muy 
lenta, y la molécula prácticamente detiene su migración. De este modo,  los fragmentos  de ADN 
amplificados no alcanzan un nivel de gradiente lo suficientemente alto como para desnaturalizar la 
cola rica en GC (González y Sainz-Jiménez, 2004). Este análisis electroforético permite separar 
diferentes fragmentos de ADN en función de la secuencia de bases. Estos fragmentos se 
desnaturalizan a distintos niveles del gradiente con lo que finalmente se pueden visualizar diferentes 
bandas representativas de las distintas secuencias de la muestra tal como se muestra en la figura 
3.14. 
 
 
 
Para la preparación del gradiente químico en los geles de poliacrilamida se empleó un 
gradientador Gradient Delivery System® Model 475 (Bio-Rad, Munich, Alemania) para formar el 
gradiente. La concentración de acrilamida (Acrilamida:Bisacrilamida 37.5:1) (Bio-Rad) utilizada en los 
geles de DGGE fue del 8%. Los geles de poliacrilamida con gradiente químico se prepararon 
utilizando dos soluciones desnaturalizantes, SDA y SDB, con un volumen de 11 ml cada una. Las 
soluciones stock empleadas para preparar estas soluciones de trabajo contenían 0% y 80% de 
agentes químicos desnaturalizantes (ver composición en el apartado x). En estas soluciones stock el 
100% de agentes químicos desnaturalizantes correspondía a 7 M de urea (Serva, Heidelburg, 
Alemania) y 40% (v/v) de formamida (Applichem, Darmstadt, Alemania). En este estudio se han 
utilizado geles cuyo gradiente iba de 30% a 50% de agentes desnaturalizantes, que resultó el rango 
más adecuado según estudios previos para los fragmentos de ARNr ensayados. Para obtener el 
gradiente entre esos porcentajes de desnaturalizantes químicos se utilizaron los siguientes volúmenes 
de las soluciones stock 0% y 80% para preparar las soluciones SDA y SDB. 
Durante el proceso 
de DGGE 
Resultado tras la 
tinción 
Gradiente de 
concentración de 
agente 
desnaturalizante 
Figura 3.14. Esquema del análisis electroforético mediante DGGE. 
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• Solución SDA o de alta concentración de agentes desnaturalizantes. Compuesta por 4,1 ml 
de solución 0% y 6,9 ml de solución 80%. 
• Solución SDB o de baja concentración de agentes desnaturalizantes. Compuesta por 7 ml 
de solución 0% y 4 ml de solución 80%. 
La mezcla adecuada de cada una de estas dos soluciones de trabajo, SDA y SDB, se llevaba 
a cabo mediante el gradientador. 
Para catalizar la polimerización de la acrilamida se utilizaron 0,7 μl/ml de -N-N´-N´-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 5 μl/ml de una solución al 10% (p/v) 
de peroxodisulfato amónico (APS) (Panreac, Barcelona, España) en agua. 
El volumen restante hasta llenar por completo el espacio entre las placas de vidrio que sirven 
de molde para el gel se completaba con una solución de acrilamida carente de agentes 
desnaturalizantes (“stacking gel”) donde se forman los pocillos para cargar los fragmentos de los 
genes de ARNr amplificados. Esta solución para formar el “stacking gel” se polimerizaba con 0,5 μl/ml 
de TEMED y 3,5 μl/ml de solución APS. 
La cubeta de electroforesis Dcode-System (Bio-Rad, Munich, Alemania) se rellenaba con 
tampón TAE 0.5X pH 8,0 (Apartado x) y se estabilizaba a 60ºC, temperatura a la que se llevaría a 
cabo la electroforesis. 
Los geles de acrilamida ya polimerizados se introducían en la cubeta de electroforesis y se 
les aplicaba durante 20 min las condiciones de carga eléctrica (200 V) y temperatura (60ºC) que se 
utilizarían durante la electroforesis en un periodo previo a la misma conocido como “pre-run”. 
Los productos de PCR se preparaban mezclándolos con el tampón de carga (apartado x) en 
una proporción 1:1. Al final del “pre-run” se cargan 15 μl de esta mezcla de productos de PCR y 
tampón de carga en cada pocillo del gel. Se utilizaron marcadores de migración (Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia coli, Paenibacillus sp. y Streptomyces caviscabies) en cada gel para localizar 
la posición de fragmentos de ADN determinados entre diferentes geles. 
La electroforesis se lleva a cabo durante 3,5 horas  a un voltaje de 200 V y una  temperatura 
de 60ºC. Una vez terminada la electroforesis los geles se tiñen con bromuro de etidio (Merck, New 
York, EE.UU) (10 μg/ml) durante 5 min seguido de un lavado en agua destilada durante 1 min. 
El gel fue observado con un transiluminador UV 2000 (BioRad) que emite luz UV a una 
longitud de onda de 312 nm. Las imágenes de los geles fueron obtenidas con una cámara digital 
cámara digital Kodak Edas® DC290 utilizando el programa informático Adobe Photodeluxe Business 
Edition 1.0 (Adobe Systems, Inc., New Jersey, EEUU). 
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3.3.4  Purificación de productos de PCR 
Como paso previo a la clonación y con objeto de eliminar los cebadores no utilizados, 
nucleótidos y enzima para que no influyan negativamente en la clonación, se cortaba la banda de 
1500 pb del gel de agarosa y posteriormente se purificaba mediante el “kit” de purificación 
GENECLEAN Turbo Kit (Qbiogen, Carslabad, California, EE.UU) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. 
Los productos de PCR fueron eluídos en agua estéril libre de RNasa y DNasa y, bien, eran 
utilizados inmediatamente para clonación o eran almacenados a -20ºC. 
3.3.5  Construcción de una genoteca del gen ADNr 16S mediante clonación 
La construcción de una genoteca del ADNr 16S permite complementar la información que 
ofrece la DGGE (Gonzalez y Sainz-Jiménez, 2003). Esto quiere decir, una vez que se ha realizado la 
DGGE del fragmento amplificado por PCR de los genes ADNr 16s de la muestra natural, se obtiene un 
perfil de esa comunidad y se pueden comparar los perfiles de diferentes comunidades bacterianas. 
Estas bandas pueden ser cortadas, extraídas del gel, reamplificadas y secuenciadas, pudiéndose 
obtener información individual de especies bacterianas. Sin embargo, los análisis filogenéticos de 
secuencias obtenidas directamente de las bandas de DGGE son a menudo difíciles. Esto es debido a 
dos razones: 
a) la información filogenética obtenida a partir de bandas cortadas directamente del gel no 
siempre dan resultados muy fiables, ya que son secuencias cortas, recuérdese que el análisis por 
DGGE se realiza con fragmentos cortos de ADN inferiores a 500 pb, generalmente fragmentos de 
unas 200 bases lo cual proporciona información filogenética muy limitada y además al cortar las 
bandas se puede producir contaminación entre secuencias de ADN (Gonzalez et al., 2003). Por lo 
que, se recomienda no realizar este análisis (Muyzer et al., 1999). 
b) Fragmentos de ADN cuya migración sea similar pueden ser recogidos juntos al cortar una 
banda. Esta contaminación entre bandas próximas a menudo hace imposible su secuenciación directa 
por lo que se recomienda primero clonación y, posteriormente, selección de clones diferentes (Felske 
et al., 1998; Shabereiter-Gurtner et al., 2001; Gonzalez y Sainz-Jiménez, 2004). 
Para subsanar estos problemas la mejor alternativa es la construcción de una genoteca de 
ADNr 16S a partir de los productos de 1500 bases y su posterior secuenciación, con objeto de 
determinar que bacterias corresponden a los principales componentes de las comunidades 
estudiadas. Para la clonación y transformación se utilizó el “TOPO-TA® Cloning kit for secuencing” 
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este kit incluye los pasos de ligación a un 
vector de clonación y de transformación en Escherichia coli.  
En primer lugar, se llevó a cabo la ligación de los productos de PCR a un vector de clonación, 
el plásmido pCR®4-TOPO (figura 3.15) para ello se utiliza una topoisomerasa en lugar del método 
clásico que utilizaba ligasas. El método de la topoisomerasa resulta en una ligación mucho más rápida 
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(5-15 min frente a unas 6-12 horas) y específica que por el método clásico. En segundo lugar, se llevó 
a cabo la transformación en células químicamente competentes de Escherichia coli TOP 10. 
El plásmido utilizado proporciona resistencia a ampicilina y kanamicina pudiéndose utilizar 
cualquiera de estos antibióticos para la selección de clones. En este estudio se utilizó ampicilina (100 
μg/ml). El vector contiene el gen suicida ccdB (Bernard y Couturier, 1992) unido al extremo terminal 
del gen lacZ. La ligación de un producto de PCR interrumpe la expresión del gen fusionado lacZ-ccdB. 
Por ello no se requiere la selección azul/blanco puesto que las células que contengan el vector sin el 
producto de PCR insertado morirán debido a la expresión del gen suicida. 
Tras la transformación, las células se sembraron en placas de medio LB con 100 μg/ml de 
ampicilina. Las placas fueron incubadas durante veinticuatro horas a 37ºC y transcurrido este tiempo 
se procedió a recoger clones al azar, cada uno representado por una colonia. Una muestra de las 
células fue recogida con un toque de palillo estéril sobre la colonia y resembradas en placas de LB con 
ampicilina por duplicado. 
Tras 24 horas de incubación a 37 ºC se procedía a recoger colonias individuales que eran 
resuspendidas en 100 μl de agua MilliQ estéril. Cada colonia resuspendida en agua se sometía a tres 
ciclos de congelación-descongelación con el objetivo de lisar las células para favorecer la posterior 
amplificación por PCR. 
La amplificación por PCR se realiza para tener múltiples copias de los fragmentos de ADN 
insertados en el vector de clonación y comprobar  la presencia de un fragmento de ADN clonado. En 
este caso se usan cebadores específicos del plásmido para evitar que se amplifique también el resto 
de ADNr 16S que hay en la célula bacteriana. Los cebadores utilizados son el T7 y T3. Para la PCR se 
usa 1l de las células lisadas suspendidas en agua estéril en un volumen de 25 l, 2,5 l de buffer 
10X, 0,5l de mezcla de desoxirribonucleotidos trifosfato (10 mM), 0,75 l de MgCl2, 0,5 l de cada 
cebador y 0.15 l de taq polimerasa (5 unidades/l) (Biotaq, Bioline), para el termociclador se utiliza el 
siguiente programa: 2 min de desnaturalización a 95º C, 35 ciclos de 15 s  para desnaturalizar a 95º C, 
15 s de hibridación a 50 C y 2 min de elongación a 72º C y un paso final de elongación de 10 min a 
72º C. Para visualizar los productos de PCR se sigue el procedimiento descrito anteriormente.  
Aquellos clones positivos, que presentaban una banda de 1500 bases eran seleccionados 
para su secuenciación. 
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3.3.6  Extracción de plásmidos 
Los clones seleccionados se inocularon en 3,5 ml de medio LB suplementado con ampicilina 
(100 μg/ml) y se incubaron a 37ºC durante una noche con agitación (250 rpm). 
Estos cultivos se centrifugaron para recoger las células a partir de las cuales se procedió a la 
extracción de los plásmidos. Para ello se utilizó el kit “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification 
Systems”  (Promega, Madison, Wisconsi, EE.UU) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
3.3.7  Digestion con enzimas de restricción 
Para comprobar que los plásmidos seleccionados llevan en su interior el inserto de ADNr 16S 
tras la purificación, se hace una digestión con la enzima de restricción EcoRI. La enzima de restricción 
EcoR I reconoce dos zonas diana en el plásmido pCR4 dando lugar a dos fragmentos, el plásmido y el 
producto de ADN amplificado insertado en el vector de clonación. En geles de agarosa se observan al 
menos dos bandas correspondientes a fragmentos de ADN de 3957 pb (el vector de clonación) y otro 
de unos 1500 pb (el producto de PCR amplificado). Se pueden generar más fragmentos si la 
secuencia amplificada presenta lugares de reconocimiento correspondientes a EcoRI. En el caso de 
que el plásmido estuviera vacío (sin ADN exógeno) sólo se obtendría una banda correspondiente al 
fragmento de ADN del plásmido.  
La reacción de digestión se lleva acabo con 2 l de plásmido, 1,5 l  de buffer 10x, 0,3 l de 
EcoR I (10 u/l) (MBI Fermentas, UK) hasta completar 15l de reacción con agua MilliQ estéril, se 
incuba durante 2 h a 37º C. Tras la incubación se corre un gel de agarosa con el total de la reacción 
de digestión y 5 l tampón de carga. Los clones que dan lugar a dos o más bandas, una de 
aproximadamente 3500 pb (plásmido) y otra (o suma de las otras) de 1500 pb (inserto) se seleccionan 
para su secuenciación.  
Figura 3.15. Esquema del vector pCR 4-TOPO® empleado durante la clonación. 
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3.3.8  Secuenciación de fragmentos ADN 
El objetivo es obtener secuencias completas del gen 16S ADNr de las bacterias mayoritarias 
de las muestras ambientales procesadas. 
El primer paso para obtener la secuencia nucleotídica del gen 16S ADNr es cuantificar los 
plásmidos mediante espectrofotometría tal como se ha indicado en el apartado 3.3.1. 
Sólo fueron secuenciados aquellos clones que presenten una relación A260/280≥1,5 y a 
concentración suficiente para que el volumen requerido no sea superior a 6 l alcanzando 200-250 ng 
que son necesarios para la reacción de secuenciación. 
A continuación, se realizó la reacción de secuenciación. Para la reacción se utiliza el Kit ABI 
PRISM Big Dye Terminator v3.0 Ready Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, California, 
EE.UU). En la reacción se incorpora ADN molde (200-250 ng), 1 l de un único cebado (T7 o T3) (1,6 
pmolar), 1 l de premix y 1,5 l de buffer TX5. El volumen final de la reacción es de 10 l, que se 
completa con agua MilliQ estéril. 
Se realizaron tres reacciones de secuenciación por cada clon, con el objetivo de obtener la 
secuencia nucleotídica por los extremos 5’ y 3’ y un fragmento central utilizando el cebador 341F. 
El programa de secuenciación consiste en un paso de 3 min a 94 ºC seguido por 30 ciclos, 
con las siguientes etapas, desnaturalización a 96 ºC durante 10 s, una etapa de hibridación del 
cebador a 50  ºC  durante 5 s y una etapa de extensión a 60 ºC  durante 4 min finalizando a 4 ºC. Se 
realizó en un termociclador  GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) con capacidad de 96 
muestras. 
Una vez finalizada la reacción hay que purificar el producto obtenido con el objetivo de 
eliminar, los 2´,3´-dideoxinucleótidos trifosfato no incorporados (ddNTPs), dNTPs, sales y cebadores. 
La purificación se realizaba en placas Performa DTR (Dye Terminator Renoval) V3 96-Well Short 
Plates (EdgeBioSystems, Gaithersburg, Maryland, EE.UU) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Tras la purificación, se añaden 5 l de agua milliQ estéril a cada pocillo para asegurar un 
volumen final de 10  l para la secuenciación automática. 
Los fragmentos de genes de ARNr insertados en el vector se secuenciaron a partir de los 
plásmidos extraídos utilizando un secuenciador automático Genetic Analyzer ABI PRISM® 3100 
(Applied Byosystems) en la División de Radioisótopos y Análisis de Biomoléculas de los Servicios 
Centrales de la Universidad de Cádiz.  
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3.3.9  Bioinformática y procesamiento de secuencias 
Los resultados de secuenciación fueron visualizados mediante el software Chromas v.1.45 
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) para comprobar la calidad de las secuencias y editar 
manualmente los nucleótidos determinados errónea o ambiguamente por el sistema automático del 
secuenciador y en su caso tratar de mejorar las secuencias en base a los cromatogramas. 
Una vez corregidas las secuencias, se procedió a alinear las secuencias obtenidas en cada 
dirección. Para ello se obtenía el complementario inverso de uno de los fragmentos de los 
extremos.Para lograr encontrar la región común, era necesario obtener una lectura fiable de la 
secuencia nucleotídica de aproximadamente 800 nucleótidos por cada extremo. Para evitar esta 
limitación, se optó por secuenciar una región intermedia de cada clon. De forma, que se contaría con 
tres lecturas por clon. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas en busca de posibles estructuras quiméricas 
usando Ccode (González et al., 2005). Las quimeras son artefactos generados durante la 
amplificación por PCR, constituidos por secuencias correspondientes al menos a dos microorganismos 
distintos. 
La base de datos empleada para determinar los homólogos más cercanos a las secuencias 
obtenidas fue la base de datos de ADN de Genbank disponible en el National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias fueron analizadas mediante BLAST 
(Altschul et al., 1990) también disponible por internet en el NCBI. BLAST es un conjunto de algoritmos 
de búsqueda basados en encontrar pequeños fragmentos de una secuencia que luego es ampliado a 
la longitud total del ADN analizado (Altschul, et al., 1990). El algoritmo BLAST compara una secuencia 
problema a todas las secuencias depositadas y lo hace por emparejamiento. Cada comparación tiene 
una puntuación que refleja el grado de similitud entre las dos secuencias, ésta se mide mediante el 
alineamiento de las dos secuencias. 
La fiabilidad de los alineamientos encontrados se valora mediante tres parámetros, 
Puntuación (Score), Valor E de Expectativa (E Value) y Máxima Identidad (Max Ident). El parámetro 
E es la probabilidad de cometer un error en la identificación de la secuencia. El score (S) es la suma 
de las sustituciones y la cantidad y extensión de huecos (gaps), por último, el factor Máxima Identidad 
es el porcentaje de identidad máxima en relación a la cobertura del alineamiento (Query coverage). 
La afiliación taxonómica de las secuencias obtenidas se realiza en base a estos factores, 
utilizando aquellos registros con información taxonómica que mostraran un valor E igual o próximo a 
10
-200
, máxima puntuación y máxima identidad. 
Para analizar si el número de secuencias obtenidas era representativo de la muestra natural 
se realizaron curvas de cobertura que permitieron comparar la diversidad entre diferentes muestras 
que difieren en tamaño, es decir, diferente número de clones secuenciados y extrapolar la diversidad 
calculando el número hipotético de taxones presente en una muestra natural a través del estimador de 
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biodiversidad Índice Chao-1 (no paramétrico). Las curvas se realizaron mediante el programa Rotus 
(Hughes y Hellmann, 2005) y los índices se han calculado utilizando el programa Index (Kemp y Aller, 
2004). 
Para realizar este tipo de análisis de diversidad microbiana, se agruparon las secuencias 
obtenidas en Unidades Taxonómicas Operacionales (OTUs, Operational Taxonomic Units) y, 
posteriormente, se representaron el número de clones analizados frente al número de OTUs y frente 
a.las divisiones detectadas. La asignación de OTUs se realizó mediante matrices de identidad 
utilizando el programa de edición y análisis de secuencias BioEdit (Hall, 1999) y el programa de 
alineamiento múltiple ClustalW (Thomson et al., 1994). 
Por razones prácticas en este estudio se consideró que las secuencias que diferían entre sí 
menos de un 2% pertenecían a la misma OTU atribuyendo estas diferencias a artefactos 
experimentales (por ejemplo, producidos durante la amplificación por PCR) o a mínimas diferencias 
existentes entre células muy cercanas filogenéticamente. 
Se construyeron árboles filogenéticos para algunos grupos microbianos con el fin de 
relacionar las secuencias obtenidas con otras ya conocidas y disponibles en la base de datos. Las 
distancias fueron calculadas usando el modelo Kimura 2-parámetros (Kimura, 1980) y el algoritmo 
Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). La significancia de las ramas se determinó usando análisis de 
bootstrap con 1000 réplicas. El análisis filogenético fue llevado a cabo con el programa MEGA4 
(Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Tamura et al 2007) después de alinear con ClustalW 
(Thomson et al., 1994). 
3.4  DETECCCIÓN DE QUORUM SENSING 
El Quórum Sensing (QS) permite a la población bacteriana comunicarse y coordinar 
comportamientos tales como la formación de biopelículas. En bacterias Gram-negativas el sistema de 
QS más estudiado es aquel que utiliza moléculas del tipo acil homoserina lactonas (AHL) como señal 
o autoinductor (AI-1) mientras que en bacterias Gram-positivas se utilizan péptidos. Existe un lenguaje 
común para todas las bacterias mediado por los autoinductores denominados AI-2.  A diferencia de los 
anteriores, la vía biosintética y los intermediarios químicos de la producción de AI-2 son idénticos en 
todas las bacterias que lo producen, lo que ha llevado a proponer a este autoinductor como una señal 
universal que funciona en la comunicación intra e inter-especies.  
Para determinar la presencia de bacterias con capacidad QS en las muestras de biopelícula 
extraídas del interior de los tubos del intercambiador de calor condensador se siguieron 3 protocolos, 
en primer lugar, se procedió a la identificación de bacterias del grupo Roseobacter, ya que en la 
literatura se han descrito bacterias marinas pertenecientes a este grupo y con capacidad QS, 
posteriormente, se procedió a realizar ensayos de bioluminiscencia con cultivos aislados de 
biopelícula, y por último, se realizaron experimentos de formación de biopelículas in vitro. 
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3.4.1  Aislamiento de especies pertenecientes al grupo Roseobacter  
Se seleccionó este grupo bacteriano por dos razones i) en estudios realizados sobre la 
composición de la comunidad bacteriana en la planta piloto mediante el análisis de ADN, fue 
detectado en todas las muestras de biopelícula analizadas y ii) se conoce la capacidad de estas 
bacterias para la producción de AHL (BrinkhoV et al.2004; Gram et al. 2002; Wagner-Döbler et al. 
2004) probablemente relacionado con la formación de biopelículas (Bruhn et al., 2005). 
El primer paso antes de realizar los bioensayos consiste en obtener cultivos de bacterias a 
partir de aislados de las muestras naturales, para ello se recogió biopelícula depositada en las 
paredes del tanque de alimentación de agua de mar dentro de la planta piloto. Las muestras se 
tomaron en recipientes estériles. Una muestra en un recipiente de 1,5 L se envejeció en oscuridad 
durante 30 días y se enriqueció con tiosulfato sódico (50g/L) con una concentración final de 1 g/L. 
Estudios anteriores han demostrado que este grupo juega un papel muy importante en el ciclo del 
azufre y que probablemente en presencia de compuestos de azufre se favorece el crecimiento 
(González et al., 1999). 
Se sembraron placas Petri estériles con tres medios diferentes, medio 514, medio 733 y 
medio 621a (DSMZ; http://www.dsmz.de/microoganisms/html/media). El primero de ellos es general 
para bacterias marinas (Difco 2216), los otros son los recomendables para Sulfitobacter pontiacus y 
Roseovarius tolerans, respectivamente, bacterias pertenecientes al grupo Roseobacter. De cada 
recipiente se realizaron siembras con tres diluciones diferentes, con y sin tiosulfato y en cada uno de 
los medios ensayados. Las placas se incubaron a 28 
o
C y se examinaron diariamente durante un 
tiempo. Las colonias individuales se seleccionaron por sus características físicas diferenciales de visu 
y se procedió a su aislamiento en nuevas placas del mismo medio en el que fueron recogidas. La 
pureza de los cultivos se confirmó al microscopio en contraste de fase y en caso positivo, se 
conservaba el cultivo a -80ºC en medio suplementado con glicerol (15% [v/v] concentración final). De 
las colonias aisladas se resuspendió parte en agua Sigma y se amplificaron por PCR utilizando 
cebadores universales y específicos de bacterias pertenecientes al grupo Roseobacter (tabla 3.2). 
 
Cebador Secuencia 5´       3 
Posición  relativa 
en el gen ARN 16S 
de Escherichia 
coli 
Organismo diana Referencia 
 
MALF-1 
GCA 
GCCGGGGTTTCTTTACCA 
 
488-507 -proteobacteria 
González, J.M et al., 
1996 
 
 
ALF 1B 
CGTTCGYTCTGAGCCAG 19-35 -proteobacteria Manz et al., 1996 
 
8F 
 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8-27 Dominio bacteria Liu et al., 1997 
 
Grb-R 
GTCAAG 
GTCAGTATCGAGCCAGTGAG 
 
645-626 
Rhodobacter, 
Roseobacter 
Giuliano et al., 1999 
 
519 rosF 
AT 
GTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 
 
519 Roseobacter González, J.M 
 
Tabla 3.2. Oligonucleótidos empleados como cebadores en las reacciones de amplificación por PCR de los aislados de biopelícula. 
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Se utilizó como controles positivos las cepas Silicibacter pomeroyi (DSM 15171) y 
Sulfitobacter mediterraneus (DSM12244) ambas obtenidas de la Colección Alemana de 
Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ; http://www.dsmz.de) y como control negativo una cepa 
de Escherichia coli. El programa inicial de reacción consistía en una etapa previa de 2 min 
desnaturalización a 95º C, seguido de 35 ciclos de 15 s de desnaturalización a 95º C, 15 s de 
hibridación  a 62º C, 30 s de elongación a 72º C y finalmente una etapa de 10 min a 72º C. Se 
ensayaron diferentes condiciones de amplificación: temperaturas de hibridación (desde 61,9 ºC hasta 
72 ºC), concentración de cloruro de magnesio (0,75 mM, 1,5 mM), número de ciclos de amplificación 
(25, 35 y 45 ciclos) y parejas de cebadores diferentes.  
3.4.2  Bioensayos de luminiscencia  
Se utilizaron dos cepas indicadoras con el objetivo de ampliar el campo de búsqueda, la cepa 
indicadora Chromobacterium violaceum CV026 y, la cepa Escherichia coli con el plásmido pJBA130 
portadora de un gen fusionado del promotor lux a la proteína GFP (Green Fluorescent Protein). En 
ambos casos, se utilizó como control positivo la cepa Serratia liquefaciens. El medio de cultivo fue LB 
con diferentes concentraciones de cloruro sódico para adaptarlas a las condiciones de salinidad 
requeridas por los cultivos aislados y que se utilizaron para realizar las pruebas de inducción. En el 
caso de E.coli se cultivaba en medio LB suplementado con tetraciclina (10 mg/L) para evitar la pérdida 
del plásmido. 
Se realizaron enfrentamientos entre las cepas indicadoras y aquellos cultivos que crecieron 
bien en medio LB sin antibiótico.  
En el caso de la cepa C.violaceum la presencia de pigmentación azul-violeta en la placa Petri 
confirmaba  la producción de AHL por el aislado. En el caso de la cepa de E. coli era necesario el uso 
de un microscopio de epifluorescencia para comprobar la producción de fluorescencia verde por la 
proteína GFP. 
Para la identificación de las cepas positivas se procedía a la secuenciación del ADN. Los 
pasos a seguir eran: extracción del ADN con el kit de extracción UltraClean Microbial DNA Isolation Kit 
(MOBIO Laboratories, Inc. Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante, amplificar el ADN 
por PCR utilizando los cebadores 27F y 1522R como ya se ha descrito anteriormente, purificar el  
ADN extraído con el kit de purificación GENECLEAN Turbo Kit (Qbiogen, Carslabad, California, 
EE.UU) siguiendo las recomendaciones del fabricante y secuenciar con el cebador 27F, tal como se 
ha descrito anteriormente. 
3.4.3. Análisis del efecto de especies mutantes de E.coli sobre la formación de 
biopelículas  
La bacteria Escherichia coli es el organismo procarionte más utilizado en estudios de 
genética y biotecnología en gran parte debido a que no necesita nutrientes muy complejos para crecer 
y a que se reproduce con gran rapidez. En biopelículas se ha empleado esta bacteria como modelo 
para el estudio de iniciación de formación de biopelículas y se ha sugerido como ejemplo para otras 
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bacterias formadoras de biopelícula, menos disponibles para estudios genéticos y moleculares (Pratt y 
Kolter, 1998).Además, esta bacteria posee capacidad QS y sintetiza un autoinductor de tipo AI-2 el 
cual está implicado en la comunicación de bacterias interespecies (Xavier y Bassler, 2005). La 
selección de este microorganismo en el estudio que se presenta se debe a la razones anteriormente 
expuestas y fundamentalmente porque dispone de una librería de bacterias mutantes para uso en 
investigación. 
La molécula señal AI-2 es sintetizada por la proteína denominada LuxS. Las bacterias en las 
que el gen luxS está suprimido no muestran actividad AI2 (Sperandio et al., 1999; Surette et al., 1999; 
Joyce et al., 2000; Lyon et al., 2001) lo que confirma la necesidad de LuxS en la vía de biosíntesis de 
AI2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A diferencia de la mayoría de bacterias estudiadas en los cuales los autoinductores se 
acumulan en la fase estacionaria, sorprendentemente en E. coli, la actividad de AI-2 extracelular 
alcanza el máximo en la fase logarítmica de crecimiento mientras que en fase estacionaria, la señal 
AI2 es degradada (Surette y Bassler, 1998). La desaparición de AI2 extracelular tiene lugar mediante 
la absorción al interior de la célula a través de un transportador del tipo ABC denominado 
transportador LSR ( LuxS-Regulated). Las proteínas transportadoras son codificadas por el operon lsr 
el cual contiene 7 genes lsrACDBFGE. Los primeros cuatro genes, lsrACDB, codifican componentes 
del aparato transportador de AI-2, los genes más alejados se requieren para procesar AI-2 una vez 
dentro de la célula. Adyacente, pero en sentido contrario al operón lsr, se encuentran los genes lsrR el 
cual codifica un represor de la transcripción de lsr y lsrK. El gen lsrK el cual codifica una enzima que 
Figura 3.16. Mecanismo de regulación del autoinductor AI-2 en E.coli. AI-2 es sintetizado por LuxS y se difunde fuera de 
la célula. Cuando la concentración extracelular es alta, AI-2 es transportado al interior de la célula mediante el complejo 
transportador Lsr, donde es fosforilado por LsrK.  El represor de la entrada hacia del interior de la célula, LsrR, reprime 
muchos genes incluidos el operon lsr y el operon lsrRK. AI-2 una vez que esta fosforilado inhibe LsrR liberando la represión de 
los genes transportadores lsr provocando su expresión. El exceso de AI2-P puede ser degradado por LsrF y LsrG. 
 
 
 
M A T E R I A L  Y  M É T O D O S  
 
- 72 - 
fosforila AI-2 intracelular. La fosforilación es necesaria para la inducción de la transcripción del operon 
lsr, sugiriendo que AI-2-fosforilado es el inductor de este sistema (figura 3.16).  
Para conocer como afectaban estos genes a la formación de biopelículas en E.coli se 
utilizaron mutantes “knockouts” de la cepa E.coli BW25113 de la colección Keio (Baba et al., 2006) de 
luxS, LsrR, LsrB, LsrK y LsrF. Se utilizó PCR para confirmar que los mutantes eran correctos para lo 
cual se utilizaron cebadores específicos para cada mutante y como control la cepa de E.coli MG1655.  
Se analizó de nuevo la tasa de crecimiento plactónico, se mediante ensayos de colony biofilm 
y ensayos con el reactor Drip flow (Biosurface Technologies Corp., Bozeman, Montana, EEUU).  
En la tasa de crecimiento plactónico se analizó el aumento de masa celular con el tiempo en 
condiciones de agitación a 150 rpm y a 32 
o
C. El aumento de la masa celular se mide por densidad 
óptica a 600 nm en intervalos de tiempo. 
En los ensayos de colony biofilm se utilizaron placas de LB-agar con kanamicina. Cada 
ensayo se iniciaba colocando en una placa Petri cuatro membranas de policarbonato inoculadas con 
100 µl de cultivo a una densidad óptica a 600 nm de 0,1. Tras 24 horas de incubación a 37 
o
C, una 
membrana con biopelícula ya crecida, era procesada y el resto se recolocaba en placas con medio 
fresco y se mantenía en el incubador. La membrana que era procesada se introducía en una 
disolución tampón donde se vorteaba hasta quedar toda la biopelícula desprendida. Se retiraba la 
membrana y se sonicaba durante 30 segundos para romper los agregados. A continuación, se hacía 
diluciones seriadas con la disolución resultante y se sembraban en placas de LB-agar con kanamicina. 
De cada dilución se sembraban 100 µl repartidos en gotas de 10 µl utilizando pipetas automáticas de 
repetición. Tras incubación a 37 
o
C toda la noche, se realizaba el recuento de unidades formadoras de 
colonia en aquellas diluciones que lo permitieran,, se multiplicaba por el factor de dilución y por la 
superficie de membrana (5 cm
2
) de lo cual se obtienía unidades formadoras de colonia (cfu) por 
superficie y por unidad de tiempo. 
En algunos casos, una de las membranas con biopelícula se sometía a un procedimiento de 
congelación con hielo seco y se dividía en criosecciones utilizando un micrótomo criogénico para ser 
visualizado en un microscopio. 
Para los ensayos con el bioreactor Drip flow se esterilizaban todos los materiales y medios y 
se sembraban los inóculos de cada mutante. Todo el conjunto se manipulaba con cuidado de 
mantener las condiciones de esterilidad (figura 3.17). Se utilizaba como sustrato partículas de carbón 
activo, 9 gramos por cada línea de ensayo y se procedía a inocular dicho sustrato con 6 ml de cada 
cultivo (Absorbancia=0,1 a 600 nm) en cada línea. La alimentación del sistema tenía lugar mediante 
flujo continuo por goteo con una tasa de alimentación de 10 ml/30 min dosificado mediante una bomba 
peristáltica. El medio de alimentación utilizado era 1/10 LB con glucosa (20 g/L) y el período de ensayo 
de 6 horas a 28 
o
C. Se ensayaron dos antibióticos, kanamicina y ampicilina añadidos al medio de 
alimentación. Una vez finalizado el ensayo se procedía a la recogida de muestras. Para ello, se 
introducían las partículas de carbón con biopelícula adherida de cada línea en recipientes estériles con 
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tampón de dilución, se vorteaba hasta desprender la biopelicula de las partículas y se hacían 
diluciones seriadas mediante el mismo procedimiento descrito anteriormente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
También se realizaron utilizando el reactor drip flow el estudio del crecimiento de biopelículas 
en condiciones ácidas, para lo cual se le añadió a la línea de alimentación ácido clorhídrico y ácido 
acético hasta un pH final 2 , en dos períodos de tiempo, a 30 minutos y a 2 horas de antes de finalizar 
el ensayo.  
3.5  SOLUCIONES Y TAMPONES 
Solución EDTA 0.5M, pH 8,0 
Se disuelven 186.1 g de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) en 800 ml de agua destilada. Se 
añaden “lentejas” de NaOH en permanente agitación hasta un pH alrededor de 8,0, lo que permite la 
disolución del EDTA. Ajustar el volumen a 1000 ml con agua destilada. La solución se esteriliza en 
autoclave a 21ºC durante 20 min. 
Tris-HCl 1M pH 7.5 
Se disuelven 121,1 g de Tris base [Tris (hidroximetil)-aminometano] en 800 ml de agua destilada. Se 
ajusta el pH a 7,5 con HCl concentrado. Se ajusta el volumen a 1000 ml con agua destilada. 
Tris-HCl 1M pH 8.2 
Se prepara de igual modo que la solución Tris-HCl 1M pH 7,5 pero se ajusta el pH a 8,2 con HCl 
concentrado. Se ajusta el volumen a 1000 ml con agua destilada. 
Tampón TAE 50x (Tris-Acetato-EDTA) 
Tris base [Tris (hidroximetil)-aminometano]       242 g  
Ácido acético glacial        57,1 ml 
EDTA          37,2 g 
Figura 3.17. Sistema de formación de biopelículas mediante el bioreactor drip flow. 
REACTOR 
DRIP FLOW 
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Ajustar el volumen a 1000 ml con agua destilada. Autoclavar a 121ºC durante 20 min. 
Tampón de carga para DGGE 
Glicerol          25 ml 
EDTA 0,5M (pH8,0)        20 ml 
Azul de Bromofenol        25 mg 
Tampón de carga para electroforesis en gel de agarosa 
Glicerol          25 ml 
EDTA 0,5M (pH8,0)       20 ml 
Azul de Bromofenol        25 mg 
SYBR® Green I         45 μl 
Solución 0% de desnaturalizante para DGGE 
Tampón TAE 50x        1,5 ml 
Acrilamida/Bisacrilamida 37.5:1       30 ml 
Ajustar el volumen a 150 ml con agua desionizada 
Solución 80% de desnaturalizante para DGGE 
Tampón TAE 50x        1,5 ml 
Acrilamida/Bisacrilamida 37.5:1       30 ml 
Formamida desionizada        48 ml 
Urea          50,4 g 
Ajustar el volumen a 150 ml con agua destilada 
Solución alcalina de lisis 
KOH 1M         20 ml 
DDT (ditiotreitol) 1M        5 ml 
EDTA 0,5M (pH 8,0)        10 ml 
Ajustar el volumen a 50 ml con agua destilada 
 
3.6  MEDIOS DE CULTIVO 
Medio LB (Luria-Bertani) (Bertani y Bertani, 1970) suplementado con ampicilina 
Bacto-triptona (Difco)        10 g 
Extracto de levadura        5 g 
NaCl          10 g 
Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8 y después completar hasta 1000 ml con agua 
destilada. Para preparar medio sólido se añaden 20 g/l de agar (BBL). La solución se esteriliza en 
autoclave a 121ºC durante 20 min y después de su esterilización, se deja enfriar hasta 50ºC 
aproximadamente, a 1 litro de medio LB se le añade 1 ml de una solución stock de ampicilina de 
concentración 100 mg/ml y se distribuye el medio en placas Petri. 
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Bacto marine broth (Difco 2216) (medio 514) 
Bacto peptone         5.00 g  
Extracto de levadura       1.00 g  
Fe(III) citrato         0.10 g  
NaCl          19.45 g  
MgCl
2
         5.90 g  
Na
2
SO
4          
3.24 g  
CaCl
2          
1.80 g  
KCl          0.55 g  
Na
2
CO
3          
0.16 g  
KBr          0.08 g  
SrCl
2          
34.00 mg  
H
3
BO
3          
22.00 mg  
Na-silicato         4.00 mg  
NaF 2.40 mg  
(NH
4
)NO
3         
1.60 mg  
Na
2
HPO
4         
8.00 mg  
Agua destilada         1000 ml  
Disolver en 800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7,6 ± 0.2 at 25°C y después completar hasta 
1000 ml con agua destilada. 
 
Medio Sulfitobacter pontiacus (medio 733) 
Acetato de sodio         20.00 mM 
HEPES          8.00 g 
K2HPO4         1.00 g 
NH4Cl          0.50 g 
Extracto de levadura        1.00 g 
Peptona         0.50 g 
NaCl          15.00 g 
MgSO4 x 7 H2O         1.00 g 
CaCl2 x 2 H2O         0.05 g 
Solución de elementos traza       1.00 ml 
Biotin          0.10 g 
Agua destilada         1000 ml 
Para preparar la solución HEPES, utilizar NaCl, K2HPO4 y NH4Cl como solución salina de base 
ajustando el pH a 7,5-7,8 con NaOH antes de esterilizar. El resto de componentes proceden se 
soluciones stocks esteriles.  
 
Medio cepas lago Ekho (Medio 621a) 
Utilizar medio 621  con agua de mar artificial ajustando el pH entre 7,2-7,4. 
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Medio 621 
Solución salina ("Hutner/Cohen-Bazire")      20.00 ml 
Peptona (Bacto)         0.25 g 
Extracto de levadura (Bacto)       0.25 g 
Agar (Bacto)         15.00 g 
Agua destilada         965.00 ml 
La solución se esteriliza en autoclave a 121ºC durante 20 min y después de su esterilización, se deja 
enfriar hasta 60ºC aproximadamente y se añade al medio:  
solución de glucosa (2,5% filtrada)       10.00 ml 
Solución de vitaminas(doble concentrada)     5.00 ml 
Adjustar el pH a 7.5  
Mineral salt solution: 
Ácido Nitrilotriacetico (NTA)       10.00 g 
MgSO4 x 7 H2O         29.70 g 
CaCl2 x 2 H2O         3.34 g 
Na2MoO4 x 2 H2O        12.67 mg 
FeSO4 x 7 H2O         99.00 mg 
Metall salt sol. "44" (see medium 590)      50.00 ml 
Agua destilada         900.00 ml 
Disolver NTA neutralizando con KOH, y luego añadir el resto de sales. Ajustar pH a 7.2 con  
KOH o H2SO4 y después completer el volume hasta 1000 ml con agua destilada. 
Vitamin solution (doble concentrada.): 
Biotina          4.00 mg 
Ácido fólico         4.00 mg 
Pyridoxina-HCl         20.00 mg 
Riboflavina         10.00 mg 
Tiamina-HCl x 2 H2O        10.00 mg 
Nicotinamida         10.00 mg 
Pantotenato de calcio        10.00 mg 
Vitamina B12         0.20 mg 
Ácido p-Aminobenzoico       10.00 mg 
Agua destilada         1000.00 ml 
Almacenar en oscuridad a 4°C. 
Agua de mar artificial: 
NaCl          23.477 g 
Na2SO4          3.917 g 
MgCl2 x 6 H2O         4.981 g 
CaCl2          1.102 g 
NaHCO3         192.000 mg 
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KCl          664.000 mg 
KBr          6.000 mg 
H3BO3          26.000 mg 
SrCl2          24.000 mg 
NaF          3.000 mg 
Agua destilada         1000.000 ml 
 
 
  
4. Resultados 
  
En este capítulo se exponen los resultados del estudio de las muestras de biopelícula 
procedentes del interior de los tubos de un intercambiador de calor a escala piloto que simula las 
condiciones de operación del intercambiador de la Central Térmica Los Barrios, así como, los 
resultados obtenidos en el estudio de QS. 
Se han realizado dos experiencias paralelas que analizan la composición de las comunidades 
bacterianas, la primera de ellas estudia la colonización primaria y evolución de las especies y la 
segunda, el efecto de biocidas sobre las mismas, tal como se detalla en el apartado de Material y 
Métodos. Este análisis se ha llevado a cabo en base al ADN y se han procesado un total de 562 
secuencias. 
Por otro lado, se ha estudiado la capacidad QS de cultivos aislados de muestras de 
biopelícula del intercambiador de calor y la formación de biopelículas en bacterias mutantes de E.coli. 
 
4.1 MICROORGANISMOS PRESENTES EN LAS MUESTRAS 
ESTUDIADAS 
4.1.1 Comparación entre las muestras de probetas y de tubos completos.  
Se estudiaron como afectaba la longitud de los tubos a la composición bacteriana de la 
biopelícula formada en el intercambiador de calor. Se analizaron las divisiones y las clases detectadas 
frente al tiempo (figura 4.1 y 4.2)  
 
  
 
3
6
12
24
60
Días de colonización 
Tubo completo Bacteroidetes
Proteobacteria
Chloroflexi
Verrucomicrobia
Planctomycetes
Acidobacteria
División candidata OP11
15
28
42
Días de colonización 
Probetas Bacteroidetes
Proteobacteria
Chloroflexi
Actinobacteria
División candidata OP11
Figura 4.1 .Comparación entre las divisiones detectadas en función de la longitud del tubo empleado en el estudio de la 
composición bacteriana de la biopelícula. 
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También se compararon los perfiles filogenéticos de las muestras de biopelícula en tubo completo y 
probeta mediante DGGE (figura 4.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Comparación entre las clases detectadas en función de la longitud del tubo empleado en el estudio de la 
composición bacteriana de la biopelícula. 
Figura 4.3. Perfiles filogenéticos mediante DGGE de las muestras de biopelícula recogidas a diferentes 
períodos de tiempo en tubos completos (A) y probetas (B). 
 
A B 
  
4.1.2  Colonización primaria y evolución de las comunidades bacterianas 
 Análisis de las genotecas 
Se estudiaron muestras de biopelícula formada a medida que circulaba agua de mar por el 
interior de los tubos del intercambiador. Se recogieron muestras por duplicado tras diferentes períodos 
de tiempo. Las muestras se recogieron de tubos completos de 3, 6, 12, 24, y 60 días de 
funcionamiento y de probetas a los 14, 28 y 42 días. Para ello se construyeron genotecas de genes de 
ARNr 16S. De este modo, se determinaron los principales microorganismos procariotas que formaban 
las comunidades en estas biopelículas. 
DIA 3 
Se analizaron 59 secuencias de las genotecas construidas a partir de la muestra de 
biopelícula recogida tras 3 días de funcionamiento del intercambiador.  
La división Proteobacteria fue la representada por un mayor número de secuencias (75% del 
total de secuencias). Las secuencias de la clase Alfa-Proteobacteria constituían más de la mitad (59%) 
del total de las secuencias, y de la clase Gamma-Proteobacteria (15%). La segunda división 
representada en estas muestras fue Bacteroidetes (25% del total de secuencias) (figura 4.4 y 4.5). 
La totalidad de las secuencias Alfa-Proteobacteria pertenecían a la familia Rhodobacteraceae 
dentro del orden Rhodobacterales siendo todos los géneros detectados relacionados con el grupo de 
Roseobacter (Marinosulfomonas, Octadecabacter, Ruegeria, Roseobacter, Roseovarius, 
Thalassobacter, Thalassobius, Loktanella y Silicibacter).  
Entre las secuencias Gamma-Proteobacteria destacaban miembros pertenecientes a los órdenes 
Pseudomonadales (Pseudomonas) y también se detectaron miembros pertenecientes al orden 
Methylococcales, Thiotrichales, Alteromonadales y un grupo de bacterias oxidadoras del azufre. 
También se detectaron secuencias pertenecientes a Bacteroidetes representadas por los órdenes 
Flavobacteriales y Sphingobacteriales. 
 
 
 
25%
75%
Bacteroidetes
Proteobacteria
Figura 4.4. Divisiones  detectadas a los 3 días de colonización representados en porcentaje 
de clones secuenciados. 
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Estos clones se englobaron en 33 OTUs. Las curvas de cobertura correspondientes (figura 
4.6 y 4.7) mostraron que al nivel de divisiones se había detectado prácticamente toda la diversidad de 
la muestra puesto que se había alcanzó una asíntota. A nivel de OTUs la curva mostraba una 
desviación importante de la recta, sugiriendo una buena representación en el análisis de la diversidad 
de la muestra.  
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Figura 4.5. Clases detectadas a los 3 días de colonización representados en porcentaje de clones secuenciados. 
Figura 4.6. Curva de cobertura para OTUs detectadas a los 3 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
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DIA 6 
Las muestras correspondientes al día 6 dieron como resultado 38 secuencias pertenecientes, 
de nuevo, a Bacteroidetes y Proteobacteria. 
Analizando la proporción de cada una de las secuencias obtenidas a partir de las genotecas 
se determinó que las Bacteroidetes representan el grupo mayoritario (61% del total de secuencias) 
constituido por miembros de las clases Flavobacteria (65%) y Sphingobacteria (35%) (figuras 4.8 y 
4.9). 
También se detectaron secuencias pertenecientes a la división Proteobacteria (39%), 
pertenecientes a las clases Alfa-Proteobacteria y Gamma-Proteobacteria. En el primer caso, todas las 
secuencias obtenidas estaban relacionadas con Roseobacter, en el segundo caso la mayoría de las 
secuencias pertenecían al orden Thiotrichales, y también se detectaron miembros pertenecientes a los 
órdenes Pseudomonadales y Alteromonadales. 
 
 
 
 
Figura 4.7. Curva de cobertura en las divisiones detectadas a los 3 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
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Estos clones se englobaron en 27 OTUs. Igual que en el caso anterior (3 días), el estudio con 
las curvas de cobertura (figura 4.10 y 4.11) ha mostrado que el esfuerzo de muestreo fue adecuado 
para el caso de divisiones detectadas y también se observa una desviación significativa hacia la 
horizontalidad en la curva correspondiente a las OTUs. 
 
Figura 4.9. Clases pertenecientes a Proteobacteria y Bacteroidetes detectadas a los 6 días 
de colonización representados en porcentaje de clones secuenciados. 
 
Figura 4.8. Divisiones detectadas a los 6 días de colonización representadas en porcentaje 
de clones secuenciados. 
  
0
1
2
3
4
5
0 10 20 30 40
Divisiones
Número de clones
0
5
10
15
20
25
30
35
0 10 20 30 40
OTUs
Número de clones
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 4.10. Curva de cobertura para las OTU´s detectadas a los 6 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
 
Figura 4.11. Curva de cobertura para las divisiones detectadas a los 6 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
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DIA 12 
El análisis de las genotecas construidas a partir de los productos de amplificación del ADN, 
permitió identificar los microorganismos procariotas más representativos que colonizaban los tubos del 
intercambiador  tras 12 días de circulación del agua de mar a través del intercambiador. Se analizaron 
29 secuencias englobadas, de nuevo, en Proteobacteria y Bacteroidetes (figura 4.12). El número de 
clases detectadas aumentó a los 12 días de incubación (figura 4.13). 
La división Proteobacteria era la que mayor número de representantes presentaba (76%). 
Concretamente, las secuencias de la clase Alfa-Proteobacteria eran, con diferencia, las más 
frecuentemente detectadas (69%).Dentro de esta clase se han detectado dos ordenes, Rhizobiales y 
las más abundantes, de nuevo, el orden Rhodobacterales, siendo todas las secuencias detectadas, 
miembros del grupo de Roseobacter. 
En menor proporción, se encontraron secuencias pertenecientes a las subdivisiones, 
Gamma-Proteobacteria y Beta-Proteobacteria. 
El otro gran grupo que detectamos en las muestras del día 12 son los Bacteroidetes (24%), 
de nuevo, aparecían miembros pertenecientes a las clases Flavobacteriales y Sphingobacteriales, 
aunque a diferencia de la muestra anterior, eran mucho más abundantes las secuencias obtenidas de 
las segundas. 
 
 
 
24%
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Figura 4.12. Divisiones detectadas a los 12 días de colonización representadas en porcentaje 
de clones secuenciados. 
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Los clones obtenidos pudieron ser agrupados en 18 OTU´s. La representación de ambos 
permitió obtener la curva de cobertura donde se observó que existía cierta tendencia a la asíntota 
sobre todo en el caso de las divisiones detectadas, lo que indicaba que el análisis hecho daba una 
estimación de la diversidad de la muestra estudiada (figuras 4.14 y4.15). 
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Figura 4.13. Clases pertenecientes a Proteobacteria y Bacteroidetes detectadas a los 12 días de 
colonización representados en porcentaje de clones secuenciados. 
Figura 4.14. Curva de cobertura para las OTUs detectadas a los 12 días de funcionamiento del 
intercambiador de calor. 
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DIA 15 
Se analizaron 89 clones entre los que se observó una mayor proporción en las divisiones 
taxonómicas detectadas. 
Se detectaron las siguientes divisiones bacterianas: Bacteroidetes (38%), Proteobacterias 
(36%), Actinobacteria (21%) y Chloroflexi (4%) (figura 4.16). 
Dentro de los Bacteroidetes hallamos miembros de las clases Sphingobacteria y 
Flavobacteriaceae (figura 4.17), aunque en la gran mayoría de los casos las secuencias no fue posible 
concretar más en su clasificación taxonómica. 
Las Proteobacterias estaban representadas por miembros de Alfa-Proteobacteria y Gamma-
Proteobacteria (figura 4.17), en el caso de las primeras dominaba el orden Rhodobacterales, aunque 
también aparecen los ordenes Rhizobiales, Sphingomonadales y Rhodospirillales. Por el contrario, en 
el caso de Gamma-Proteobacteria, todas las secuencias procesadas partenecían al mismo orden, 
Thiotrichales. 
Tanto Actinobacteria como Chloroflexi son detectadas por primera vez en las muestras 
procesadas. Entre las Actinobacterias se detectó el orden de los Mycobacteriales. 
 
 
 
Figura 4.15. Curva de cobertura para las divisiones detectadas a los 12 días de funcionamiento 
en el intercambiador de calor. 
 
  
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los clones secuenciados se clasificaron en 36 OTUs. Se analizó el esfuerzo de muestreo 
mediante curvas de acumulación (figuras 4.18 y 4.19), resultando en una buena representación de las 
comunidades estudiadas.  
Figura 4.16. Divisiones detectadas a los 15 días de colonización representados en porcentaje 
de clones secuenciados. 
Figura 4.17. Clases detdetectadas pertencientes a Proteobacteria y Bacteroidetes a 15 días de colonización 
representados. 
 en porcentaje de clones secuenciados 
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Figura 4.19. Curva de cobertura para las divisiones detectados a los 15 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
 
Figura.4.18. Curva de cobertura para las OTUs detectadas a los 15 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
  
DIA 24 
Se analizaron 34 clones, tras el análisis de éstos se comprobó que aparecían nuevas 
divisiones no detectadas anteriormente con tiempos de exposición inferiores, aunque en muy bajos 
porcentajes (figura 4.20). 
La división predominante fue Proteobacteria (76%) hallando representantes de las clases 
Alfa-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria, Delta-Proteobacteria y Gamma-Proteobacteria (figura 4.21). 
Éstas últimas fueron las más abundantes (44% del total de secuencias obtenidas) repartidas entre los 
ordenes Thiotrichales y otras relacionadas con bacterias simbiontes oxidadoras del azufre. En las Alfa-
Proteobacteria (21%) también encontramos miembros de dos órdenes diferentes, Rhizobiales y 
Rhodobacterales. Las secuencias de la clase Beta-Proteobacteria (9%) y Delta-Proteobacteria (3%) se 
clasificaron como pertenecientes a los órdenes Methylophilales y Mixococcales, respectivamente. 
También se encontraron secuencias pertenecientes a otras divisiones, predominando los 
Bacteroidetes (15% de las secuencias obtenidas) repartidas, de nuevo, entre las clases Flavobacteria 
y Sphingobacteria (figura 4.21).  
Otras divisiones halladas de forma minoritaria fueron Chloroflexi, Verrumicrobia (orden 
Verrumicrobiales) y la división candidata OP11. 
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Figura 4.20. Divisiones detectadas a los 24 días de colonización representadas en porcentaje de 
clones secuenciados. 
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Los clones analizados resultaron en 23 OTUs que se utilizaron para realizar las curvas de 
cobertura que permitirían estimar el esfuerzo de muestreo (figuras 4.22 y 4.23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.22. Curva de cobertura para las OTU´s detectadas a los 24 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
Figura 4.21. Clases pertenecientes a Proteobacteria y Bacteroidetes detectadas a los 24 días de colonización representadas 
en porcentaje de clones secuenciados. 
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DIA 28 
A partir de las genotecas construídas de muestras recogidas tras 28 días se procesaron 38 
secuencias clasificadas en 18 OTUs.  
En las muestras del día 28, la división mayoritaria fue Bacteroidetes (50% del total de las 
secuencias obtenidas), con miembros pertenecientes a los ordenes Flavobacteriales y 
Sphingobacteria como en las muestras anteriores. También se detectaron miembros de otras 
divisiones en menor abundancia, Actinobacteria (21%), Proteobacteria (16%) y Chloroflexi (13%) 
(figura 4.24). 
Las Proteobacterias estuvieron repartidas entre las Gamma-Proteobacteria y las Alfa-
Proteobacteria (figura 4.25), en los ordenes Thiotrichales y Rhodobacterales, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.23. Curva de cobertura para las divisiones detectadas a los 24 días de funcionamiento en 
el intercambiador de calor. 
 
Figura 4.24. Divisiones detectadas a los 28 días de colonización representadas en porcentaje 
de clones secuenciados. 
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Las curvas de cobertura para divisiones y OTUs (figuras 4.26 y 4.27) mostraban que la 
diversidad detectada era una buena representación de la existente en la muestra analizada en 
el sistema de estudio tras 28 días de colonización. 
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Figura 4.25. Clases pertenecientes a Proteobacteria y Bacteroidetes detectadas a los 28 días de 
colonización representados en porcentaje de clones secuenciados. 
Figura 4.26. Curva de cobertura para las OTUs detectadas a los 28 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
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DIA 42 
 
 Se analizaron 46 secuencias obtenidas de una muestra tras 42 días de colonización. Las 
principales divisiones detectadas fueron las mismas que en el caso anterior aunque las proporciones 
variaban, siendo el grupo más abundante el de las proteobacterias. 
La división más abundante fue la división Proteobacteria (39%) seguido de Bacteroidetes 
(24%), Chloroflexi (20%) y Actinobacterias (4%). También se detectaron bacterias relacionadas con la 
División Candidata OP11 (13% de las secuencias obtenidas) (figura 4.28).  
Las subdivisiones Alfa-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria, Epsilon-Proteobacteria y 
Gamma-Proteobacteria (figura 4.29) fueron detectadas en diferentes proporciones, siendo 
mayoritarias las Gamma-Proteobacteria (78% de las secuencias clasificadas como Proteobacteria) 
todas pertenecientes a un único orden, Thiotrichales.  
En cuanto a los Bacteroidetes, se detectaron miembros pertenecientes a los órdenes 
Sphingobacteria y Flavobacteriales (figura 4.29) como en muestras de perídos de incubación más 
cortos.  
 
 
 
 
Figura 4.27. Curva de cobertura para las divisiones detectadas a los 28 días de funcionamiento en el 
intercambiador de calor. 
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Los clones se agruparon en 24 OTUs.La comparación de línea 1:1 con las curvas obtenidas 
para divisiones y para OTUs resultó una buena estimación de la comunidades existente en la muestra 
(figura 4.30 y 4.31). 
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Figura 4.28. Divisiones detectadas a los 42 días de colonización representadas en 
porcentaje de clones secuenciados. 
 
Figura 4.29. Clases pertenecientes a Proteobacteria y Bacteroidetes detectadas a los 42 días de 
colonización representadas en porcentaje de clones secuenciados. 
 
  
0
5
10
15
20
25
30
0 10 20 30 40 50 60
OTUs
Número de clones
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
0 20 40 60
Divisiones
Número de clones
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DIA 60 
En las muestras de biopelícula tras 60 días de circulación ininterrumpida a través de los tubos 
del intercambiador, las Proteobacterias constituyeron el grupo dominante (79% de las secuencias 
obtenidas), el resto de divisiones que completaron la genoteca fueron Bacteroidetes (10%) y en menor 
proporción hallamos miembros pertenecientes a Chloroflexi, Verrumicrobia, Planctomycetes y 
Acidobacteria (figura 4.32). 
Figura 4.30. Curva de cobertura para las OTUs detectadas a los 42 días de funcionamiento 
en el intercambiador de calor. 
 
Figura 4.31. Curva de cobertura para las divisiones detectadas a los 42 días de funcionamiento 
en el intercambiador de calor. 
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Se hallaron representantes de las clases Alfa, Beta, Delta, Epsilon y Gamma, pertenecientes 
a Proteobacteria y de las clases Flavobacteria y Sphingobacteria pertenecientes a Bacteroidetes 
(figura 4.33). Las secuencias de la clase Gamma-Proteobacteria constituían el grupo mayoritario 
(33%). Entre las secuencias obtenidas destacan las pertenecientes al orden Thiotrichales que 
constituía más de la mitad de las secuencias clasificadas en esta clase, también se detectaron 
miembros pertenecientes a bacterias simbiontes oxidadoras del azufre y en más baja proporción 
aparecen los órdenes Pseudomonadales, Chromatiales y Methylococcales. 
Las secuencias de la clase Beta-Proteobacteria estuvieron representadas por un único orden, 
Methylophilales que constituía el 23% de las secuencias obtenidas. 
En cuantos a los miembros que formaban la clase Alfa-Proteobacteria (13% de las 
secuencias) detectamos los ordenes Rhodobacterales, Rhizobiales y Sphingomonadales. 
En menor proporción se hallaron otros integrantes de la división Proteobacteria, 
concretamente, las clases Delta-Proteobacteria (8%) y la clase Epsilon-Proteobacteria (3%). En el 
primer caso, estuvieron representadas por los ordenes Bdellovibrionales, Desulfuromonadales y 
Myxococcales y en el segundo, por el orden Campylobacterales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.32. Divisiones detectadas a los 60 días de colonización representadas en porcentaje de 
clones secuenciados. 
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Los 39 clones analizados se agruparon en 28 OTUs. En la curva de cobertura construida a 
partir de éstos datos se observaba una tendencia a la asíntota especialmente en el caso de la 
divisiones analizadas (figura 4.34 y 4.35). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.34. Curva de cobertura para las OTUs detectadas a los 60 días de funcionamiento del 
intercambiador de calor. 
 
Figura 4.33. Clases pertenecientes a Proteobacteria y Bacteroidetes detectadas a los 60 días de colonización 
representadas en porcentaje de clones secuenciados. 
 
RE S U L T A D O S  
 
- 102 - 
0
2
4
6
8
10
12
14
0 10 20 30 40
Divisiones
Número de clones
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Análisis global de los resultados obtenidos en el estudio de colonización primaria y 
evolución temporal  
Para el análisis global de la diversidad microbiana en los ensayos realizados en el 
intercambiador de calor de la planta piloto se consideraron las principales divisiones y clases 
bacterianas detectadas mediante los análisis moleculares basados en ADN.Este estudio está basado 
en la secuenciación de 372 clones. La figura 4.36 muestra la proporción global de las distintas 
divisiones y clases detectadas en el ensayo. 
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Figura 4.35. Curva de cobertura para las divisiones detectadas a los 60 días de funcionamiento del 
intercambiador de calor. 
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Se ha estimado la riqueza de especies mediante el índice Chao-1 y analizado la abundancia 
mediante el porcentaje de cobertura. Los resultados se han presentado mediante un cuadro resumen 
(tabla 4.1) donde se comparan los valores obtenidos de divisiones y de OTUs en el estudio de 
colonización primaria y evolución (Sexperimental) frente a valores estimados de diversidad (SChao1). El 
porcentaje de cobertura obtenido refleja el grado de conocimiento de los grupos taxonómicos 
muestreados. También se representaron las curvas de cobertura para OTUS y divisiones bacterianas 
(figura 4.37 y 4.38).  
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 SChao1  S experimental % cobertura 
Divisiones  12,44 8 99% 
OTUs  416,31 144 71% 
B 
Figura 4.36. Proporción de las distintas divisiones (A) y clases (B) detectadas en el estudio de la evolución 
temporal de comunidades bacterianas asentadas en los tubos de un intercambiador de calor. 
 
Tabla 4.1. Parámetros de estimación de diversidad para la experiencia colonización primaria y evolución. 
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En general se pudo observar que las curvas de cobertura para las divisiones detectadas 
alcanzaban una asíntota dentro del rango de clones analizados en este estudio y la curva de cobertura 
para el caso de OTUs presentaba una elevada divergencia con respecto a la recta 1:1 lo que indicaba 
que las bacterias detectadas proporcionaban una buena representatividad de la comunidad en la 
muestra estudiada como se refleja en los porcentajes de cobertura obtenidos. 
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Figura 4.38. Curva de cobertura para las OTUs detectadas en la experiencia de colonización primaria y 
evolución. 
 
Figura 4.37 Curva de cobertura para las divisiones detectadas en la experiencia de colonización 
primaria y evolución.  
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Grupos bacterianos más representativos. 
En este apartado se hace un resumen de los grupos bacterianos más representativos 
detectados en el ensayo de evolución temporal durante la formación de biopelículas. 
Atendiendo a los resultados obtenidos a partir de las genotecas construidas, el mayor 
porcentaje de clones detectados pertenecieron a la división Proteobacteria (52%)(figura 4.39), 
concretamente la clase Alfa-Proteobacteria seguida de cerca por las Gamma-Proteobacteria (figura 
4.40). En menor abundancia se hallaron secuencias de Beta-Proteobacteria, Delta-Proteobacteria y 
Epsilon-Proteobacteria. En el caso de Alfa-Proteobacteria se ha detectado mayoritariamente un grupo 
de bacterias que se clasifican dentro del grupo Roseobacter, en el caso de Gamma-Proteobacteria 
también se ha detectado un grupo prioritario que se sitúa filogenéticamente dentro de bacterias 
oxidadoras del azufre (SOB), siendo el género Thiotrix el principal representante en las biopelículas 
analizadas dentro de las gamma-Proteobacteria. 
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Figura 4.39. Evolución de la proporción de Proteobacteria con respecto al total de secuencias procesadas 
a lo largo del periodo experimental. 
 
Figura 4.40. Evolución de la proporción de clones obtenidos pertenecientes a las clases Alfa-Proteobacteria 
 Beta-Proteobacteria y Gamma-Proteobacteria. 
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Analizando las poblaciones de las secuencias pertenecientes al grupo Roseobacter (Alfa-
Proteobacteria) y las pertenecientes a aquellas que se engloban dentro de bacterias oxidadoras del 
azufre (SOB) (Gamma-Proteobacteria), se observaba una tendencia con el tiempo inversamente 
proporcional entre ambas poblaciones (figura 4.41). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de OTUs para las clases Alfa-Proteobacteria (figura 4.42) y Gamma-Proteobacteria 
(figura 4.43) indica que el número de clones secuenciados permitió tener una estimación real de los 
microorganismos pertenecientes a estas subdivisiones puesto que la curva de OTUs tiende hacia una 
asíntota.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.42. Curva de cobertura para la clase Alfa-Proteobacteria. 
 
Figura 4.41. Evolución de la proporción de clones y OTUs de bacterias del grupo Roseobacter y de las bacterias 
oxidadoras del azufre (SOB). 
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Se han realizado arboles filogenéticos que relacionan las secuencias nucleotídicas obtenidas 
de Alfa-proteobacterias (figura 4.44), Gamma-Proteobacteria (figura 4.45) y Beta-Proteobacteria 
(figura 4.46) en el estudio de colonización primaria y evolución con otras secuencias depositadas en la 
base de datos GenBank.  
 
Figura 4.43. Curva de cobertura para la clase Gamma-Proteobacteria. 
 
Figura 4.44. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a Alfa-Proteobacteria en el ensayo de colonización primaria y evolución temporal. 
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Figura 4.44 (continuación). Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones 
obtenidos pertenecientes a Alfa-Proteobacteria en el ensayo de colonización primaria y evolución temporal. 
  
  
Figura 4.45. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a Gamma-Proteobacteria en el ensayo de colonización primaria y evolución temporal. 
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La división Bacteroidetes fue el segundo gran grupo más frecuentemente detectado (32%) 
(figura 4.47). Estuvo representado por las clases Flavobacteria y Sphingobacteria (figura 4.48). 
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Figura 4.47. Evolución de la proporción de clones pertenecientes a la división Bacteroidetes. 
 
Figura 4.46. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a Beta-Proteobacteria en el ensayo de colonización primaria y evolución temporal. 
  
 
 
La curva de cobertura (figura 4.49) realizada a partir de la agrupación de los clones 
pertenecientes a esta división en OTUs indicaba que el número de clones secuenciados permitió tener 
una buena estimación de esta comunidad bacteriana. 
 
 
. 
 
Se ha realizado un árbol filogenético que relaciona las secuencias nucleotídicas obtenidas de 
la división Bacteroidetes con otras secuencias depositadas en la base de datos GenBank (figura 4.50) 
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Figura 4.48. Evolución de la proporción de clones pertenecientes a las clases Sphingobacteria y Flavobacterial de la 
división Bacteroidetes. 
Figura 4.49. Curva de cobertura para la división Bacteroidetes 
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Figura 4.50. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a la división Bacteroidetes en el ensayo de colonización primaria y evolución temporal. 
  
Los otros grupos menos abundantes en proporción fueron la división Chloroflexi (figura 
4.51) y la división Actinobacteria (figura 4.52). Se observó que las curvas de cobertura para estas 
divisiones  (figuras 4.53 y 4.54) tenían una tendencia muy clara hacia una asíntota dentro del rango de 
clones analizados en el estudio. Esto significaba que con el número de clones procesados se habían 
detectado los miembros principales dentro de estas divisiones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.51. Evolución de los clones obtenidos pertenecientes a la división Chloroflexi. 
 
Figura 4.52. Evolución de los clones obtenidos pertenecientes a la división actinobacteria. 
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Para obtener una visión global de las comunidades procariotas asentadas en los tubos de 
intercambiador se representó las divisiones y clases taxonómicas detectadas en porcentaje de clones 
frente al período de estudio (figuras 4.55 y 4.56). 
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Figura 4.53. Curva de cobertura para la división Chloroflexi. 
 
Figura 4.54. Curva de cobertura para la división Actinobacteria. 
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Figura 4.55. Grupos filogenéticos detectados durante el estudio de colonización primaria y evolución de la biopelícula. 
 
Figura 4.56.Principales clases filogenéticas detectadas durante el estudio de colonización primaria y evolución de la biopelícula.  
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4.1.3  Efecto de biocidas sobre las comunidades bacterianas.  
 Análisis de las genotecas 
Se estudiaron como afectaba el uso de diferentes biocidas sobre las comunidades 
bacterianas tras 60 días de funcionamiento del. Se utilizó como control del estudio un ensayo en las 
mismas condiciones de operación pero por donde circulaba agua de mar sin tratamiento alguno. 
Los diferentes biocidas probados fueron hipoclorito sódico, radiación Ultravioleta, ácido 
Peracético y el producto comercial Mexel 432®.  
HIPOCLORITO SÓDICO 
Se determinaron los principales microorganismos presentes en las muestras mediante el 
análisis de 51 secuencias de gen 16s ADNr. Todas las secuencias detectadas pertenecían a la 
división Proteobacteria concretamente a las clases Alfa-Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria y 
Delta-Proteobacteria (figura 4.57) 
Entre las clases, la representada por un mayor número de secuencias (65% del total de 
secuencias obtenidas) fue la Alfa-Proteobacteria. Más de la mitad de las secuencias de ésta clase 
pertenecían a los ordenes Rhodobacterales, destacando los miembros de la familia 
Hyphomonadaceae que constituían el 33% de las Alfa-Proteobacteria y el 21% de las totales. 
También se detectaron secuencias correspondientes al orden Rhizobiales (14% de  las 
secuencias totales y 21% de las clasificadas en esta clase), otros órdenes detectados y que 
aparecieron en menor proporción fueron los ordenes Sphingomonadales y Parvuculares (figura 4.58) 
El otro grupo mayoritario de secuencias obtenidas fue la clase Gamma-Proteobacteria (33% 
del total), se detectaron miembros de los ordenes  Pseudomonadales y Alteromonadales aunque el 
mayor número de secuencias pertenecían a un bacterias simbiontes oxidadoras del azufre (22% de 
las totales y 65% de las de las clasificadas en esta clase).  
Además se hallaron secuencias correspondientes a la clase Delta-Proteobacteria, orden 
Oceanospirillales en menor proporción, como el género Alcanivorax.  
 
 
 
 
 
Figura 4.57. Distribución de las secuencias pertenecientes a la división Proteobacteria 
detectadas utilizando hipoclorito sódico como biocida. 
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Con los clones secuenciados y agrupados en OTUs y en divisiones se obtuvieron curvas de 
cobertura que indicaban que se habían alcanzado un nivel de representatividad adecuado de la 
comunidad bacteriana estudiada (figura 4.59 y 4.60). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.58. Órdenes pertenecientes a clase Alfa-Proteobacteria detectados utilizando hipoclorito sódico 
como biocida. 
 
Figura 4.59. Curva de cobertura para las OTUs detectadas usando hipoclorito sódico como 
biocida en el agua de refrigeración en el intercambiador de calor. 
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 RADIACIÓN ULTRAVIOLETA 
Entre las 47 secuencias analizadas, el grupo mayoritario fue la división Proteobacteria. Se 
detectó la clase Alfa-Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria y Delta-
Proteobacteria (figura 4.61). El resto de divisiones halladas fueron, Chloroflexi, Verrumicrobia y 
Actinobacteria (figura 4.62). 
Analizando la proporción de cada una de las secuencias obtenidas a partir de las genotecas 
se determinó que las Proteobacterias representaban el grupo mayoritario (81% del total de 
secuencias) (figura 66). Más de la mitad de éstas correspondían a la clase Gamma-Proteobacteria, 
hallándose miembros pertenecientes a los ordenes Thiotrichales (17% del total de secuencias), 
Oceanospirillales y Pseudomonadales, estos últimos en menor proporción. No obstante, de nuevo, el 
grupo mayoritario de esta clase fue un grupo de bacterias oxidadoras del azufre que representaban 
más de la mitad de todas las Gamma-Proteobacteria detectadas y el 32% del total de las secuencias 
obtenidas. 
La clase Alfa-Proteobacteria (17%) estaba representada por miembros del órden 
Rhodobacterales y en menor proporción el orden Rickettsiales. En el primer caso, la gran mayoría 
pertenecían a la familia Rhodobacteraceae, encontrándose miembros del grupo de Roseobacter 
(Ruegería, Nereida y Roseovarius), también se detectó la familia Hyphomonadaceae en menor 
proporción. 
Además, se encontraron secuencias de las subdivisiones Beta-Proteobacteria 
(Methylophilales) y Delta-Proteobacteria en bajo porcentaje.  
Figura 4.60. Curva de cobertura para las divisiones detectadas usando cloro como biocida 
en el agua de refrigeración en el intercambiador de calor. 
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A parte de las Proteobacterias, se detectaron secuencias pertenecientes a otras divisiones, 
aunque ya en menor presencia, así, hallamos miembros asignados a los Bacteroidetes (todos 
clasificados dentro del orden de los Sphingobacterias), Actinobacterias, Chloroflexi y Verrumicrobia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los clones secuenciados se distribuyeron en 23 OTUs que tras realizar la correspondiente 
curva de cobertura (figura 4.63 y 4.64), resultó ser un número adecuado de secuencias analizadas 
Figura 4.62. Clasificación de las clases pertenecientes a la división Proteobacteria detectadas utilizando luz ultravioleta 
como biocida 
Figura 4.61. Clasificación de las divisiones detectadas utilizando luz ultravioleta como biocida 
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puesto que la curva tendía a la asíntota, por tanto, con la información obtenida se conseguía hacer 
una buena estimación de la biodiversidad de la muestra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.63. Curva de cobertura para las OTUs detectadas utilizando la radiación ultravioleta 
como biocida en el agua de refrigeración en el intercambiador de calor. 
 
Figura 4.64. Curva de cobertura para las divisiones detectadas utilizando la radiación ultravioleta 
como biocida en el agua de refrigeración en el intercambiador de calor. 
 
  
MEXEL 432®  
Se analizaron 38 secuencias que correspondían con las principales bacterias colonizadoras 
cuando se utilizaba Mexel 432® como biocida. Se detectaron dos grandes divisiones, las 
Proteobacteria y las Bacteroidetes (figura 4.65).De nuevo, las Proteobacteria aparecían en mayor 
proporción, liderando el grupo las Gamma-Proteobacteria con un 68% del total de secuencias 
analizadas, las Alfa-Proteobacteria (13% del total) y en menor porcentaje se detectaron miembros de 
la clase Beta-Proteobacteria (figura 4.66). 
En las Gamma-Proteobacteria el orden dominante fue Alteromonadales y en concreto, el 
género Marinobacter (34% del total y 50% de las secuencias clasificadas en esta subclase). También 
se detectaron los órdenes Thiotrichales (18% del total y 27% de las Gamma-Proteobacteria) y 
representantes del grupo de bacterias simbiontes oxidadoras del azufre. 
Dentro también de esta división, hallamos las Alfa-Proteobacteria (13% del total) englobadas  
dentro del orden Rhodobacterales y en menor proporción se detectaron miembros pertenecientes a las 
familias Rhodobacteraceae (géneros descritos dentro del grupo Roseobacter) e Hyphomonadaceae en 
no muy alta proporción, al igual que las Beta-Proteobacterias con el orden Methylophilales. 
Entre el resto de secuencias analizadas estaba la división Bacteroidetes (16% del total), 
detectando los órdenes Flavobacteriales y Sphingomonadales, siendo los primeros los dominantes en 
esta división, con un 13% respecto del total de secuencias obtenidas.  
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.65. Divisiones detectadas utilizando Mexel 432® como biocida en el agua de 
refrigeración en el intercambiador de calor. 
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Los clones se reunieron en 20 OTU´s para construir la curva de cobertura con la que se 
estimó el “esfuerzo de muestreo”. La curva obtenida fue muy similar a la anterior, con lo cual, 
podíamos estimar la biodiversidad de esta muestra (figuras 4.67 y 4.68). 
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Figura 4.66. Clasificación en clase de las secuencias pertenecientes a la división Proteobacteria detectadas 
utilizando Mexel 432® como biocida. 
 
Figura 4.67. Curva de cobertura para las OTUs detectadas utilizando Mexel 432 ® como biocida en el 
agua de refrigeración en el intercambiador de calor. 
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ÁCIDO PERACÉTICO. 
Se analizaron 54 fragmentos del gen 16S ADNr con el objetivo de identificar la comunidad 
bacteriana asentada en los tubos tratados con ácido peracético. 
Al igual que en la mayor parte de los casos estudiados, dos fueron las divisiones presentes 
más representativas y, de nuevo, la división Proteobacteria fue la que se encontraba en mayor 
proporción al identificarse en el 74% de las secuencias obtenidas. El segundo grupo referido fue 
Bacteroidetes (figura 4.69).  
No obstante, encontramos un caso singular puesto que todos los miembros de la división 
dominante pertenecían a la clase Alfa-Proteobacteria y en un 70% fueron identificados como 
miembros descritos dentro del grupo de Roseobacter (Pseudoruegeria, Roseobacter, Octadecabacter, 
Ruegeria, Sagittula, Phaeobacter y Thalassobius) (figura 4.70). También se detectaron miembros 
pertenecientes al mismo orden, Rhodobacterales, pero que no forman parte de este grupo, aunque 
filogenéticamente cercanos, se trataba del género Marinosulfomonas. 
En cuanto a los Bacteroidetes, la gran mayoría de los miembros detectados correspondían al 
orden Sphingobacteriales y concretamente, al género Cytophaga.  
 
Figura 4.68 Curva de cobertura para las divisiones detectadas utilizando Mexel 432 ® como biocida en 
al agua de refrigeración del intercambiador de calor. 
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Los clones analizados se agruparon en 17 OTUs para realizar las curvas de coberturas 
(figura 4.71 y 4.72). En el análisis de las curvas se observó una clara tendencia a la asíntota en el 
caso de las OTUs, especialmente en las divisiones, indicando que se había obtenido una buena 
estmación de las comunidades bacterianas estudiadas.  
Figura 4.69. Divisiones detectadas utilizando ácido peracético como biocida. 
 
Figura 4.70. Distribución de las secuencias analizadas entre las Alfa-Proteobacteria utilizando 
ácido peracético como biocida. 
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Figura 4.71. Curva de cobertura para las OTUs detectadas utilizando APA como biocida en al agua 
de refrigeración en el intercambiador de calor. 
 
Figura 4.72. Curva de cobertura para las  divisiones detectadas utilizando APA como biocida en al 
agua de refrigeraciónen en el intercambiador de calor. 
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Ante la falta de suficientes números de tubos en el intercambiador de calor a escala piloto los 
experimentos se diseñaron de tal forma que la muestra control correspondía con la muestra de 60 
días. Se analizaron 39 secuencias de la muestra control, donde las bacterias presentes en la 
biopelícula formada sobre los tubos del intercambiador no habían sido tratadas con ningún biocida. 
En este caso y como era de esperar, el número de divisiones detectadas fue mayor que en 
ninguno de los casos tratados con biocidas. Las divisiones halladas fueron Proteobacteria, 
Bacteroidetes, Chloroflexi, Verrumicrobia, Planctomycetes y Acidobacteria (figura 4.73). 
De nuevo, eran las proteobacterias el grupo principal, aunque con diferencias, se detectaron 
un número notable de grupos dentro de esta división (figura 4.74) 
Por otra parte, los miembros pertenecientes a los Bacteroidetes, estuvieron repartidos en 
proporciones idénticas entre el orden Sphingobacteriales y el orden Flavobacteriales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.73. Divisiones detectadas sin utilizar tratamiento biocida. 
Figura 4.74. Clasificación en clases las secuencias pertenecientes a la división Proteobacteria 
detectadas sin utilizar tratamiento biocida. 
  
0
5
10
15
20
25
30
35
0 10 20 30 40
OTUs
Número de clones
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
0 20 40 60
Divisiones
Número de clones
Las curvas de cobertura (figura 4.75 y 4.76) se realizaron a partir del número de clones 
secuenciados, 38, y el número de OTUs designados, 28. En este caso, se observó que la curva, 
aunque tenía una leve tendencia a la asíntota era factible pensar que el número de clones diferentes 
podrían haber aumentado al aumentar el número de clones secuenciados, lo que indicaría que el uso 
de biocidas actúa controlando la complejidad de las comunidades procariotas en estas muestras 
naturales. No obstante, comparando todas las muestras analizadas se podría sugerir que las OTUs 
má representativas eran lás características y se clasificaban dentro de las Divisiones detectadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.75. Curva de cobertura para las OTUs detectadas sin tratamiento biocida en el agua 
de refrigeración en el intercambiador de calor. 
Figura 4.76. Curva de cobertura para las divisiones detectadas sin tratamiento biocida en el agua de 
refrigeración en el intercambiador de calor. 
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 Análisis global del efecto del uso de biocidas sobre las comunidades bacterianas.  
Este estudio está basado en el análisis de 229 clones obtenidos con el mismo procedimiento 
anterior. Las figuras 4.77 muestran la proporción global de las distintas divisiones y subdivisiones 
detectadas en el ensayo. 
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Figura 4.77. Proporción de las distintas divisiones (A) y clases (B) detectadas en el estudio sobre el efecto 
del uso de biocidas en las comunidades bacterianas asentadas en los tubos de un intercambiador de calor. 
 
  
Curvas de cobertura. 
Se ha estimado la riqueza de especies mediante el índice Chao-1 y analizado la abundancia 
mediante el porcentaje de cobertura. Los resultados se han presentado mediante un cuadro resumen 
(tabla 4.2) donde se comparan los valores obtenidos de divisiones y de OTUs en el estudio del efecto 
de biocidas sobre las biopelículas (Sexperimental) frente a valores estimados de diversidad (SChao1). El 
porcentaje de cobertura obtenido refleja el grado de conocimiento de los grupos taxonómicos de las 
biopelículas muestreadas.  
 
 
 
 
 
 
También se representaron las curvas de cobertura para OTUS y divisiones bacterianas 
(figura 4.78 y 4.79). Se observó que en el primer caso, la curva se hacía asintótica dentro del rango de 
clones secuenciados, lo que significaba que aunque se secuenciaran más clones prácticamente no 
detectaríamos divisiones diferentes a las ya encontradas. 
En el segundo caso, la curva de cobertura no siendo asintótica sí que tiende a ella, con lo 
cual se podía señalar que secuenciando más clones se hubiese logrado diferentes OTUs, pero se 
podía estimar que se habían detectado los principales representantes de las comunidades estudiadas. 
 
 Schao1  S experimental % cobertura 
Divisiones  8 7 99,9% 
OTUs  176,1 100 74,6% 
Tabla 4.2. Parámetros de estimación de diversidad para la experiencia  sobre el efecto de biocidas. 
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Grupos bacterianos más representativos. 
En este apartado se hace un resumen de los grupos bacterianos más representativos 
detectados en el ensayo sobre el efecto de sustancias biocidas en las comunidades bacterianas 
asentadas en los tubos del intercambiador de calor. 
Atendiendo a los resultados obtenidos a partir de las genotecas construidas, el mayor 
porcentaje de clones obtenidos, con una gran diferencia respecto a otras divisiones, pertenecen a la 
división Proteobacteria (84%), concretamente la clase Alfa-Proteobacteria seguida de cerca por las 
Gamma-Proteobacteria. También se detectaron otras subdivisones aunque en menor porcentaje, se 
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Figura 4.79. Curva de cobertura para las OTUs detectadas en una comunidad bacteriana 
afectada por el uso de biocidas. 
 
Figura 4.78. Curva de cobertura para las divisiones detectadas en una comunidad bacteriana 
afectada por el uso de biocidas. 
 
  
trata de las subdiviones Beta-Proteobacteria, Delta- Proteobacteria y Epsilon-Proteobacteria (figuras 
4.80 y 4.81).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se han realizado arboles filogenéticos que relacionan las secuencias nucleotídicas obtenidas 
de Alfa-proteobacterias (figura 4.82) y Gamma-Proteobacteria (figura 4.83) en el estudio del efecto de 
biocidas con otras secuencias depositadas en la base de datos GenBank.  
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Figura 4.81. Proteobacterias detectadas en el estudio del efecto de biocidas sobre las comunidades 
bacterianas. 
 
Figura 4.80. Proteobacterias detectadas en el estudio del efecto de biocidas sobre las comunidades 
bacterianas. 
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Figura 4.82. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a Alfa-Proteobacteria en el ensayo de efecto de biocidas sobre las biopelículas. 
  
 
  
Figura 4.83. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a Gamma-Proteobacteria en el ensayo de efecto de biocidas sobre las biopelículas. 
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Figura 4.83 (continuación). Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones 
obtenidos pertenecientes a Gamma-Proteobacteria en el ensayo de efecto de biocidas sobre las biopelículas. 
  
La división Bacteroidete fue la segunda mayoritaria aunque en una proporción mucho 
menor (12%) (figura 4.84). El resto de divisiones, en porcentajes muy bajos, se detectaron únicamente 
en el caso de la radiación ultravioleta excepto para el caso de la muestra sin tratar, como era 
previsible. Se trata de las divisiones: Chloroflexi, Verrucomicrobia, Planctomycetes y Acidobacterias 
(figura 4.85). 
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Figura 4.85. Otras divisiones bacterianas detectadas en el estudio del efecto de biocidas sobre las 
comunidades bacterianas. 
 
Figura 4.84. Clases pertenecientes a la división Bacteroidetes detectadas en el estudio del efecto de 
biocidas sobre las comunidades bacterianas. 
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Poder obtener una visión global de las comunidades bacteriana asentadas en los tubos del 
intercambiador se representan todas las divisiones y clases taxonómicas detectadas en porcentaje de 
clones frente a los biocidas estudiados (figura 4.87 y 4.88). 
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Figura 4.87. Clases bacterianas detectadas en el estudio del efecto de biocidas sobre las comunidades 
bacterianas. 
 
Figura 4.86. Arbol filogenético que relaciona secuencias depositadas en la base de datos Genbank con clones obtenidos 
pertenecientes a la división Bacteroidetes en el ensayo de efecto de biocidas sobre las biopelículas. 
  
 
 
4.1.4  Parámetros analizados in situ en la planta piloto.  
 
 Los parámetros indirectos medidos en la planta piloto permitieron estimar el crecimiento del 
biofouling. Entre estos parámetros se analizaron los valores de resistencia a la transferencia de calor 
(Rf) producido por el ensuciamiento de los tubos. En los resultados representados a lo largo de 60 
días en la muestra control (figura 4.89), se pudo observar las tres etapas características de 
crecimiento del biofouling descritos por Characklis y Marshall, (1990). Las fases observadas son: fase 
de inducción (primeros 10 días), fase de crecimiento exponencial (del día 10 hasta el día 50) y, por 
ultimo, fase de estabilización (del día 50 hasta el día 60). 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.88. Divisiones taxonómicas detectadas en el estudio del efecto de biocidas sobre las comunidades bacterianas. 
 
Figura 4.89.Estimación del crecimiento del biofouling mediante la resistencia a la 
transferencia de calor Rf en la muestra control. 
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También se realizaron las representaciones de los valores de Rf frente al tiempo de colonización para 
los biocidas ensayados: cloro, radiación ultravioleta y Mexel 432®. En todos los casos se pudo 
observar como las estrategias antifouling empleadas disminuían la formación de biofouling en el 
interior de los tubos del intercambiador de calor de la planta piloto (figura 4.90). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.90. Comparación de la formación del biofouling mediante la resistencia a la transferencia de calor Rf con los biocidas ensayados 
y la muestra control.Observerse el incremento del factor de resistencia de la muestra control (      ) en comparación con el resto de 
biocidas. 
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4.2  ESTUDIO DE QUORUM SENSING 
4.2.1 Aislamiento de especies pertenecientes al grupo Roseobacter 
 Todos los intentos por detectar miembros del grupo Roseobacter mediante el uso de PCR y 
cebadores específicos a partir de aislados procedentes de biopelícula de la planta piloto resultaron 
fallidos. Tras visualizar los productos de PCR obtenidos o no eran concluyentes o no se producía 
amplificación alguna, probablemente poniendo de manifiesto, de nuevo, que un gran número de 
miembros de este grupo son no cultivables (Mayali et al., 2008; Buchan et al., 2005; González et al., 
1999). 
4.2.2 Bioensayos de luminiscencia 
 Se realizaron numerosos ensayos con diferentes condiciones de crecimiento: temperatura de 
incubación, concentración de cloruro sódico en medio LB agar y Marine agar. Entre todas los 
enfrentamiento realizados, se obtuvo uno positivo (figura 4.91) y numerosos negativos (figura 4.92). La 
bacteria procedía de un aislado obtenido con medio Bacto Marine Agar a partir de agua de mar 
envejecida y enriquecida con tiosulfato sódico. Mediante métodos moleculares descritos en Material y 
Métodos se obtuvo la identificaciónde del homólogo de la cepa positiva. El fragmento secuenciado de 
la bacteria aislada correspondía  a Vibrio fisheri que es la especie que ha servido como, sistema 
canónico para el estudio del sistema quórum sensing en bacterias Gram negativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.91. Sistema de detección de quórum sensing AI1. A) bacteria positiva detectada en biopelícula de la 
planta piloto, B) Cepa Serratia liquefaciens utilizada como control positivo de QS. 
Figura 4.92. Figura que ilustra un ensayo de inducción de QS utilizando la cepa Chromabacterium violaceum (CV026) 
como control positivo (pocillo 8). Observése como todas las bacterias ensayadas (pocillos 1-7) no mostraba coloración 
alguna. 
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4.2.3  Análisis del efecto de especies mutantes de E.coli sobre la formación de 
biopelículas  
 
 Tasa de crecimiento 
Los ensayos de tasa de crecimiento se realizaron en medio líquido, en el sistema colony 
biofilm y en el reactor Drip flow. Se utilizó como control la cepa original de Escherichia coli MG1655 y 
los mutantes analizados fueron: lsrK
-
 y lsrR
-
 (implicados en el proceso de regulación del autoinductor 
AI2), lsrF
-
 (implicado en la degradación de AI2) y luxS
-
 (responsable de la síntesis de AI2). 
En el cultivo en medio líquido, la curva de crecimiento indica el aumento del número de 
células a lo largo del tiempo (figura 4.93). En los resultados obtenidos, se observa como la ausencia 
de genes relacionados con el sistema QS no parece afectar a la tasa de crecimiento en cultivo líquido, 
obteniéndose valores de Tasa de crecimiento específico (µ) muy similares en todos los casos (tabla 
4.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.93. Análisis de cultivo planctónco de especies mutantes relacionadas con el 
sistema AI2 de QS. 
  
  
 
 
 
 
 
En el caso de colony biofilm se analizó el crecimiento de la biopelícula en membranas (figura 
4.94) con la cepa E.coli y mutantes relacionados con QS, los resultados obtenidos mostraron que no 
se observaba diferencia entre el comportamiento de la cepa y los mutantes. 
 
 
 En el caso del reactor Drip flow, la biopelícula crece sobre partículas de carbón activo, con 
aporte nutricional contínuo, los resultado se expresan como unidades formadoras de colonia por 
gramos de carbón activo. Los resultados representados, muestran un mayor número de colonias 
formadas en el caso de la cepa no modificada genéticamente aunque con leves diferencias con 
respecto a los mutantes. (figura 4.95). 
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Figura 4.94. Estudio de colony biofilm de especies mutantes relacionadas con el sistema QS-AI2  
 
Tabla 4.3. Tasa de crecimiento específico 
Tabla 4.3. Tasa de crecimiento específico para mutantes y cepa de E.coli. 
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Utilizándo el mismo reactor se realizaron ensayos de formación de biopelícula aportando medio de 
alimentación ácido al final del experimento (pH=2), concretamente 30 minutos (ácido clorhídrico) y 2 
horas (ácido acético) antes de finalizar el ensayo (figuras 4.96 y 4.97). Las gráficas obtenidas 
muestran un comportamiento poco previsible, especialmente para los mutantes, ya que no se ha 
observado consecuencias negativas derivadas del uso de medio de alimentación ácido sobre el 
crecimiento de biopelículas e incluso estas condiciones de ensayo podrían haber favorecido la 
formación de biopelículas en el caso de LsrR
-
 y LsrK
-
. En el caso de la cepa original, se observa una 
reducción en el recuento del número de células cuando se aplican 30 minutos de acidez mientras que 
permanece invariable cuando se cuatriplica el tiempo de exposición, lo que podría estar relacionado 
con la naturaleza del ácido empleado  
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Figura 4.95. Estudio de especies mutantes relacionadas con el sistema AI2 de QS 
mediante el reactor Drip flow. 
 
Figura 4.96. Estudio de especies mutantes relacionadas con el sistema AI2 de QS 
mediante el reactor Drip flow en condiciones ácidas. 
 
  
 
 
 Resistencia a antibióticos 
 Para conocer si el sistema QS interviene en la resistencia de las bacterias en presencia de 
agentes antibacterianos, se analizó la tolerancia de la cepa E.coli WT (Wild Type) con los mutantes de 
la colección Keio utilizando el sistema de colony biofilm con ampicilina y kanamicina (figura 4.98).En 
todos los casos, se observaba una reducción en la formación de colonias cuando se empleaban 
antibióticos.Sin embargo, se percibieron diferentes comportamientos en función del gen afectado y del 
antibiótico usado. En general, los resultados mostraron un efecto más acusado cuando se empleaba 
ampicilina como tratamiento antibiótico, especialmente en el caso de LuxS
- 
 y lsrK
- 
mientras que el uso 
de kanamicina tenía menor efecto antibiótico sobre los genes relacionados con QS.  
 En el caso de la cepa no modificada genéticamente, y al igual que LuxS
- 
 y lsrK se observó 
mayor resistencia a la kanamicina que a la ampicilina. 
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Figura 4.98 Análisis de la resistencia a antibióticos en mutantes de E.coli y la cepa original. 
 
 
Figura 4.97. Estudio de especies mutantes relacionadas con el sistema AI2 de QS 
mediante el reactor Drip flow en condiciones ácidas. 
RE S U L T A D O S  
 
- 144 - 
 Efectos nutricionales  
 Para conocer como afectaba el entorno nutricional a la formación de biopelículas en 
presencia de antibióticos, se utilizó el sistema de colony biofilm bajo diferentes condiciones 
nutricionales (figuras 4.99 y 4.100). Al igual que en el caso anterior, se observaba una reducción en la 
formación de colonias cuando se empleaban antibióticos independientemente de medio de 
crecimiento.Por otro lado, el principal resultado obtenido muestra que la existencia de un medio de 
crecimiento rico en glucosa, en general, aumenta la resistencia de los mutantes de QS a la 
kanamicina. Mientras que con ampicilina ocurre lo contrario, es decir, la capacidad de resistencia de 
los mutantes disminuye ante un medio de crecimiento con mayor aporte de glucosa, especialmente en 
el caso de luxS
-
 y lsrK
- 
. 
 Para la cepa original E.coli, el medio rico en glucosa aumenta la tolerancia a kanamicina 
mientras que la disminuye en caso de ampicilina.  
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Figura 4.100. Análisis de la resistencia a antibióticos en mutantes de E.coli y la cepa original con diferentes 
aporte nutricional. 
Figura 4.99. Análisis de la resistencia a antibióticos en mutantes de E.coli y la cepa original con diferentes 
aporte nutricional. 
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El biofouling que se genera en la superficie de intercambiadores de calor representa un serio 
problema operacional en numerosos procesos industriales que utilizan el agua en su sistema de 
refrigeración. El origen de estos depósitos es fundamentalmente microbiológico. El uso de biocidas 
que ejerzan control sobre este fenómeno es la práctica habitual para reducir en lo posible los efectos 
negativos aunque conlleva inconvenientes de tipo ambiental al retornar el efluente residual al medio 
ambiente receptor.  
El estudio del biofouling y su control en intercambiadores de calor se ha analizado 
fundamentalmente desde un enfoque físico y químico utilizando parámetros operacionales que reflejan 
el estado de crecimiento de la biopelícula en el interior de los tubos. La importancia del problema ha 
dado lugar a la necesidad de llevar a cabo proyectos de investigación que pretenden abordar el 
problema desde un enfoque diferente, análizando las comunidades microbianas con la finalidad de 
conocer que organismos gobiernan la formación de la biopelícula y el control que ejercen diferentes 
biocidas sobre ellos. 
El sistema estudiado depende del funcionamiento de la planta piloto lo que ha ocasionado 
limitaciones en la recogida de datos y de las muestras deseadas. Un ejemplo, sería la existencia de 
paradas no programadas.Otro factor ha tener en cuenta es que la inexistencia de estudios similares al 
realizado lo que no ha permitido realizar comparatición entre resultados obtenidos.  
Ello indica que este estudio es pionero en determinar las comunidades microbianas 
responsables de la formación de biopelículas en los tubos de intercambiadores de calor alimentados 
por agua marina, las innovaciones introducidas han sido: estudio in situ de los microorganismos 
adheridos en el interior de los tubos, uso de técnicas moleculares, y el estudio del efecto de diferentes 
tratamientos desinfectantes sobre estas comunidades bacterianas.  
Esto ha permitido conocer las principales comunidades formadoras del biofouling lo que ha 
representado el objetivo fundamental de este estudio que tiene caracter tecnológico. 
El análisis de las comunidades microbianas se ha realizado utilizando técnicas de biología 
molecular y bioinformática e incluso se han desarrollado procedimientos adaptados a las muestras y a 
la condiciones de muestreo (sistemas de dosificación de biocidas, dispositivo de extracción de la 
biopelícula, pretratamiento de las muestras). 
Se han llevado a cabo análisis moleculares basados en el ADN extraído de la biopelícula 
formada en el interior de los tubos y en probetas, detectando que los microorganismos procariotas 
principales eran los mismos en ambos casos. 
La construcción de genotecas de genes ARNr 16S ha sido necesaria para llegar a 
caracterizar los microorganismos más representativos. Para poder obtener resultados satisfactorios a 
partir de las muestras disponibles se realizaron diferentes ensayos con distintos kits comerciales de 
extracción de ADN, y también se utilizaron protocolos de extracción descritos especialmente para 
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sedimento y tierra, similar al descrito por Tsai y Olsen (1991) y no se consiguieron amplificaciones del 
fragmento deseado en muchas de las muestras. Probablemente, la presencia de sustancias 
inhibidoras de PCR (metales y sustancias húmicas) daba lugar a la obtención de resultados negativos. 
Entre las modificaciones introducidas para poder llevar a cabo análisis moleculares y resolver 
los problemas encontrados, se introdujo en el protocolo un paso previo a la extracción del ADN 
genómico que permitía la posterior amplificación de los fragmentos del gen diana tras extracción de 
ADN con kits comerciales. Este paso consistía en el lavado secuenciado de las muestras descrito en 
el capítulo de Materiales y Métodos. El lavado diluía la muestra provocando que los inhibidores 
(sustancias húmicas) estuvieran menos concentrados y, por tanto, permitiendo que el ADN se pudiera 
amplificar. 
A pesar de que se ha mencionado la existencia de posibles problemas inherentes a la 
amplificación por PCR de muestras con comunidades microbianas complejas (Suzuki y Giovannoni, 
1997; Witsgerode et al. 1998; Gonzalez et al. 2005), las limitaciones metodológicas existentes hoy en 
día en este tipo de análisis hace que el procedimiento utilizado sea el generalmente propuesto en 
análisis de comunidades microbianas. 
Aparte de las diferencias visuales entre las muestras de distinto tipo observados en los 
perfiles de DGGE, los análisis de las distintas comunidades microbianas estudiadas mediante análisis 
de ADN, han permitido demostrar la existencia de diferencias entre las comunidades microbianas 
correspondientes a estas biopelículas. 
Sobre todo en el caso del efecto de biocidas, se ha podido comprobar cómo cada estrategia 
antifouling tenía el efecto de inhibir la presencia de determinados microorganismos y/o favorecer la 
presencia de otros. Esto confirma tanto la utilidad del procedimiento empleado como el hecho de que 
el principio activo de cada biocida sea más o menos efectivo en función de las características de los 
microorganismos presentes ya que los grupos identificados han variado en función de cada estrategia. 
Durante este estudio, se han analizado un total de 562 secuencias de genes de ARNr, 
repartidos en dos tipos de experimentos diferentes. Este número, es superior al llevado a cabo en 
estudios sobre comunidades microbianas en diferentes ecosistemas (revisado por Kemp y Allen, 
2004). El número de secuencias analizadas en investigaciones sobre diversidad de comunidades 
procariotas en diferentes ecosistemas, es muy variable. Como ejemplos, los estudios realizados por 
López et al. (2006) en biopelículas en el interior de tuberías de agua, con 152 secuencias analizadas o 
el caso de Portillo et al. (2008) quienes estudiaron un total de 860 secuencias de comunidades 
microbianas de la Cueva de Altamira. Estos casos representan ejemplos del rango de secuencias 
analizadas en estudios de comunidades microbianas en distintos ambientes. 
Los estudios llevados a cabo sugieren la presencia de un número relativamente bajo de 
grupos bacterianos. Sin embargo, dentro de estos grupos de bacterias se ha podido detectar una gran 
variabilidad de microorganismos cuyas secuencias del gen ARNr 16S son muy similares. La existencia 
de una gran diversidad dentro de un mismo grupo bacteriano ha sido denominado microdiversidad 
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(Acinas et al. 2007) y ha sido sugerido como una característica típica de comunidades microbianas 
complejas. Las consecuencias potenciales de esta microdiversidad y de la formación de biopelículas 
es que estas comunidades presentan una elevada resistencia a tratamientos biocidas debido a (i) la 
variabilidad y presencia de mutaciones en la comunidad que permite la aparición de formas 
bacterianas resistentes (López-Rodas et al. 2008), y (ii) a que la estructura en biopelícula dificulta el 
acceso de biocidas a las bacterias situadas en sus zonas más internas. 
5.1  CARACTERIZACIÓN DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS 
DETECTADAS EN BIOPELÍCULAS 
El estudio de las diferentes muestras recogidas en los tubos de un intercambiador de calor 
refrigerado con agua de mar ha demostrado que están formadas por comunidades complejas de 
microorganismos. Estas comunidades se estudiaron a través de dos experiencias diferentes, i) estudio 
de las comunidades bacterianas asentadas en los tubos y probetas a diferentes períodos de tiempo y 
ii) efecto de biocidas sobre éstas tras 60 días. 
El análisis de los resultados obtenidos han mostrado que en todas las experiencias realizadas 
los dos grupos identificados más abundantes han sido Proteobacterias y Bacteroidetes, resultados que 
concuerdan con los obtenidos por Kirchman (2002) en ambientes acuáticos y por Alonso-Saéz (2007) 
en el mar Mediterráneo. A parte de estos dos grupos, detectamos un número amplio de divisiones 
bacterianas en menores proporciones, resultados que también concuerdan con la elevada diversidad 
observada por Sogin (2006) analizando aguas marinas. 
5.1.1  Comparación entre las muestra de probetas y de tubos completos 
El objetivo era comprobar si el estudio de la composición del biofouling utilizando pequeñas 
porciones del mismo tubo (probetas), bajo las mismas condiciones de operación y colocadas a 
continuación de los tubos del intercambiador, eran representativos de la composición de la biopelícula 
formada a lo largo de toda la unidad del intercambiador. 
En los resultados obtenidos a nivel de divisiones, se observa que en ambos casos los dos 
grupos principales son Proteobacteria y Bacteroidetes aunque también se han observado diferencias 
entre las superficies muestreadas, lo cual se observó en los perfiles filogenéticos obtenidos mediante 
DGGE donde se observaba un patrón de bandas diferente en cada caso. En el caso de probetas se 
observa una distribución más homogénea entre las divisiones detectadas mientras que en el tubo 
completo las proteobacterias han tenido una proporción mucho mayor con respecto al resto de 
divisiones que fueron detectadas en bajo porcentaje y en el período más tardío de la colonización. 
Para el caso de estas divisiones menos abundantes se observó como algunas estaban presentes en 
las probetas y no en los tubos y viceversa. Aunque se observaba una mayor variedad de divisiones 
identificadas en el tubo completo. 
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En el caso de clases, la tendencia general observada entre las Alfa-Proteobacteria fue similar 
tanto para el tubo completo como para las probetas al igual que para la clase Sphingobacteria 
perteneciente a Bacteroidetes. Las diferencias más notables se produjeron en las proporciones 
detectadas de otros grupos. Sin embargo, la tendencia de este grupo fue semejante en ambos casos, 
es decir, creciente en el tiempo.  
Las diferencias halladas en la composición de la biopelícula entre probetas y tubos podrían 
ser explicadas por el procedimiento de muestreo: se ha detectado una mayor variedad de grupos 
bacterianos diferentes en el tubo completo, sin embargo, se han detectado otros en las probetas que 
no han sido detectados en el tubo completo, por lo que el hecho de que la superficie muestreada sea 
mayor no sería la única razón que explicaría las diferencias detectadas. Otra causa probable podría 
ser debido al procedimiento de muestreo donde la limitación inherente al estudio hacía que en el caso 
de probetas, una vez que se retiraba una, ésta era sustituida por una nueva, lo que significaba que en 
cada ensayo siempre se comenzaba con una superficie impoluta. En el caso de los tubos completos 
ante la imposibilidad de ser reemplazados por nuevos en cada experiencia, éstos eran limpiados 
utilizando el dispositivo de arrastre descrito en el capítulo de Material y Métodos y cada vez que se 
comenzaba una experiencia nueva, se circulaba hipoclorito sódico través de ellos. Pero las bacterias 
formadoras de biopelicula manifiestan una alta resistencia a la eliminación y una vez colonizadas, 
condicionan la superficie de forma que ya permanecen acondicionadas, esta diferencia en las 
características de la superficie (rugosidad, hidrofobicidad, etc) podría haber conducido a la 
colonización de unos grupos frente a otros, explicando las diferencias anotadas entre probetas y 
tubos.  
Por tanto, debido a las diferencias halladas en la composición bacteriana que forma 
biopelícula entre ambas superficies podía decirse que el estudio con tubos completos se acerca más a 
las condiciones reales de composición de un intercambiador industrial donde los tubos son fijos, 
aunque para detectar los principales grupos formadores del biofouling sobre todo durante el proceso 
inicial de formación, el uso de probetas se puede clasificar como adecuado. 
5.1.2  Colonización primaria y evolución de las comunidades bacterianas 
Las superficies sólidas que están en contacto con agua, tanto naturales como artificiales, son 
rápidamente colonizadas por bacterias. Esta colonización y la formación de biopelículas bacterianas 
tienen importantes implicaciones en procesos industriales (Flemming y Shaule, 1994). 
El estudio de cobertura realizado indica que la mayor parte de la diversidad existente en las 
biopelículas estudiadas estan representadas en los análisis realizados.  
La rápida colonización de la superficie interna de los tubos y la diversidad de 
microorganismos implicados puede estar asociada a las características ecológicas del ecosistema de 
donde se tomaba el agua marina para el circuito de refrigeración. Tal como ya se ha indicado, la bahía 
de Algeciras es un espacio situado en una zona de extrema complejidad, por su situación geográfica y 
sus actividades industriales y carga poblacional. También se han realizado estudios de diversidad 
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larvaria en la zona de captación de agua de mar durante un amplio período de tiempo lo que ha 
demostrado una alta variedad de organismos del zooplactón (Nebot et al., 2006). También, estudios 
realizados en un estuario muy próximo a la zona de ubicación de la planta piloto (Estuario del río 
Palmones) indica la existencia de un gradiente de nutrientes con marcado carácter estacional (Saez et 
al., 1999) pudiendo ser ésta una fuente importante de sustratos para el crecimiento microbiano.  
Por otro lado, el agua, antes de llegar a los tubos del intercambiador, tiene un tiempo de 
permanencia en un tanque de alimentación en el interior de la planta piloto, donde se pudo observar 
que en períodos de parada, sobre todo, y en función de la estación del año era colonizado por 
especies típicas del macrofouling. Esto demuestra la acumulación de materia orgánica. 
Además, la composición superficial del sustrato, rugosidad y topografía juegan un papel 
importante en la etapa inicial de formación de las biopelículas (Costerton et al., 1995). El material de 
los tubos del intercambiador eran de Titanio de grado 2, estudios sobre biofouling realizados en 
intercambiadores de calor con diferentes materiales demostraron que el titanio es un material bueno 
para evitar la corrosión de los tubos, sin embargo, presentaba una proporción mayor de biofouling 
depositado con respecto a los demás materiales estudiados (Montero y Pintado, 1994) como por 
ejemplo, tubos de latón al aluminio. 
Es un hecho que el fenómeno del biofouling ocurre en intercambiadores de calor como los 
estudiados y ello da lugar a cuantiosas pérdidas económicas. Puesto que se conoce que las bacterias 
son las responsables de la colonización primaria y del posterior desarrollo del biofouling (Zhang et al., 
2008; Dang et al., 2008), como un primer paso necesario para resolver este problema, este estudio se 
enfoca en el análisis de las comunidades microbianos principales que constituyen las biopelículas que 
se forman en la superficie interna de los tubos de un intercambiador de calor en una central térmica.  
Se analizaron las comunidades microbianas a 3, 6, 12, 24 y 60 días en tubo completo y a los 
14, 28 y 42 días en probetas. Para la discusión de resultados se agruparon las muestras en períodos 
que denominaremos inicial, 3 días y 6 días, pre-intermedio 12 y 15 días, intermedio 24 y 28 días y un 
período final correspondiente a los 42 y 60 días de colonización donde se alcanza la madurez de la 
biopelícula según estudio realizados anteriormente en la planta piloto. 
PERÍODO INICIAL 
El desarrollo de una biopelícula en una superficie sumergida ocurre tras una serie de pasos 
(Buswell et al., 1997) que comienza con una interacción entre los primeros colonizadores y la 
superficie. Éstos primeros colonizadores juegan un papel crítico en la estructura y función de la 
biopelícula madura ya que establecen las condiciones del primer asentamiento, mediante la 
modificación de las propiedades físico-químicas, se prepara la superficie para los colonizadores 
posteriores y se facilita mediante la producción de exopolímeros (Dang y Lowell, 2002). 
En las muestras analizadas tras 3 días de funcionamiento del intercambiador de calor, el 75% 
de los clones secuenciados pertenecían a la división Proteobacteria, siendo más de la mitad 
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perteneciente a Alfa-Proteobacteria y más concretamente, todas las secuencias detectadas eran 
miembros de orden Rhodobacterales. En menor proporción se detectaron Gamma-proteobacterias y 
Bacteroidetes.  
Estudios realizados han mostrado que las rhodobacterales constituyen uno de más 
importantes grupos en ecosistemas marinos costeros (González y Moran, 1997; González et al., 
1999). Además de ser numéricamente muy abundantes en el bacterioplacton y jugar un papel 
importante en los ecosistemas marinos (ciclo del carbón y del azufre, mineralización y degradación de 
plantas vasculares) (González et al., 1996; Buchan et al., 2000), los miembros de éste orden están 
considerados como uno de los colonizadores principales más comunes en una variedad de superficies 
artificiales (Dang y Lowell, 2000). Además, todas las secuencias de este grupo pertenecían al grupo 
Roseobacter. Este grupo está distribuido en todo el mundo y han sido detectados en una gran 
variedad de hábitats constituyendo hasta el 25% del total de la comunidad bacteriana estudiada 
(Bunchan et al., 2005). Las características fisiológicas y las diferentes fuentes de aislamiento indican 
que los organismos de este grupo ocupan diferentes nichos. Desde la primera descripción de 
Roseobacter spp. en 1991, han sido descritos 37 géneros relacionados con este grupo (Brinkoff et al., 
2008). 
Son habitualmente bacterias de ambientes marinos, aunque se han encontrado 
representantes en ambientes no marinos como lodos activos. Generalmente, son heterotróficos y 
algunos son capaces de utilizar una gran variedad de sustancias orgánicas, otros producen 
bacterioclorofila a y realizan fotosíntesis aeróbica anoxigénica aunque dada la ausencia de luz en el 
interior de los tubos, suponemos que estas bacterias utilizarían rutas metabólicas alternativas. Sin 
embargo, ninguno es capaz de crecer de forma autótrofa (Shiba, 1991; Labrenz et al., 2005). También 
pueden utilizar otras vías metabólicas como oxidación de monóxido de carbono, degradación de 
compuestos aromáticos, degradación de DMSP y comportamiento litotrófico basado en la oxidación de 
compuestos de azufre como sulfato o tiosulfato (Bunchan et al., 2005; Wagner-Döbler y Biebl, 
2006).Otro rasgo característico es que producen metabolitos secundarios y acil-homoserina lactonas 
(AHLs) (Brinko et al.,2004; Wagner-Döbler  et al., 2004; Ram et al., 2002) que podrían estar 
implicadas en procesos de QS relacionados con la formación de biopelículas, exoenzimas y 
producción de antibióticos (Bruhn et al., 2005). En este trabajo se han realizado algunas pruebas 
preliminares de detección de QS sin resultados positivos. 
A raíz de los resultados obtenidos 3 días después, es decir, a los 6 días, se pudo observar un 
comportamiento claramente dinámico y complejo en la colonización de los tubos del intercambiador. 
La población bacteriana, antes dominada por las alfa-proteobacterias, pasó a ser dominada por la 
división Bacteroidetes con un 61% de los clones secuenciados, lo cual podría ser explicado en función 
del aumento de biomasa (EPS) proporcionado por el grupo Roseobacter que facilitó a los 
Bacteroidetes (activos utilizadores de biopolímeros, Jones et al., 2007) condiciones idóneas para su 
crecimiento. Se observó que muchas de las OTUs encontradas en la muestra a los de 3 días se 
agrupaban con las del día 6. Esto sugería que en los primeros momentos de colonización se producía 
una compleja red de interacciones entre ambas poblaciones (Alfa-Proteobacteria y Bacteroidetes), 
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aunque normalmente se suelen producir más de un tipo de interacción al mismo tiempo (Bull et al., 
1982). Por los resultados obtenidos podíamos deducir que se habían producido fenómenos de 
competición donde dos poblaciones compiten por un factor limitante para el crecimiento, nutrientes, y 
que resulta en detrimento de ambas poblaciones. En una biopelícula el resultado suele ser la 
dominancia de una población sobre otra aunque, a menudo, persisten ambas (James et al., 1995). 
El segundo grupo más abundante en el perído inicial fue Bacteroidetes (Bergey, 2001). Esta 
división se ha denominado durante mucho tiempo Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides o Cytophaga-
Flexibacter-Bacteroides (Olse et al., 1994). En este estudio no se detectaron secuencias 
pertenecientes a la clase Bacteroides. En ambientes marinos, los Bacteroidetes son uno de los grupos 
más abundantes de bacterias heterotróficas, comprende dos clases, Flavobacteria y Sphingobacteria, 
pero comúnmente se hace referencia a ellos como grupo Cytophaga-Flavobacteria (CF) (Kirchman, 
2002). 
La división bacteroidetes se halla prácticamente presente en todas los hábitats de la biosfera, 
en fuentes hidrotermales (Sievert et al., 2000), pescado putrefacto (Satomi et al., 1997), rocas y hielo 
antártico (Smith y Bowman, 2000), sedimentos de lagos y océanos (Llobet-Brossa et al., 1998), aguas 
costeras (Pinhassi et al.1999, Kirchman et al. 2003) etc, sin embargo, el grupo CF parece ser 
particularmente común en océanos e incluso puede llegar a ser el grupo más abundante (Kirchman, 
2002). También se han detectado en biopelículas en ríos contaminados (Brümmer et al., 2000) y es 
muy frecuente detectarlos sobre partículas de materia orgánica macroscópicas (nieve marina) en el 
medio marino. Su abundancia y patrones de distribución en combinación con su actividad enzimática 
han mostrado que estas bacterias son especialistas en la degradación de compuestos de alto peso 
molecular (Reichenbach et al., 1991) tanto disueltos como particulados, revelando un papel importante 
en el ciclo del carbono del medio marino. Estudios realizados en el Mar Mediterráneo han puesto de 
manifiesto la importancia de este grupo de bacterias en una zona altamente oligotrófica demostrando 
una alta diversidad (Alonso-Sáez et al., 2007). 
El uso de herramientas moleculares ha propocionado una buena estimación de la diversidad 
del grupo CF presente en muestras naturales aunque miembros aislados y bien caracterizados 
representan una fracción pequeña de esa diversidad. Sin embargo, debido a que son cultivados con 
facilidad, recientemente se han descritos nuevos géneros pertenecientes a esta familia y procedentes 
de ecosistemas marinos. En el perído inicial, se han detectado varios que han sido descritos 
recientemente, son el género Muricanda (Bruns et al., 2001), Ulvibacter, Algibacter, Winogradskyella 
(Nedashkovskaya, 2003, 2004, 2005), Psychroserpens (Bowman et al., 1997) y. Formosa (Ivanova et 
al., 2001). También se ha detectado el género Haliscomenobacter que son bacterias filamentosas 
comunes en lodos activos, especializadas en la degradación de azúcares y en la degradación de 
componentes celulares mediante exoenzimas que excretan (Kragelund et al., 2008). La procedencia 
de este género en las biopelículas analizadas podría ser los vertidos de aguas residuales cercanos. 
Entre los géneros descritos del grupo CF que forman biopelículas se han detectado Psychroserpens 
(Kwon et al., 2006) y el género Formosa la cual produce sustancias poliméricas extracelulares 
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(probablemente polisacáridos) que sirve para facilitar el deslizamiento de las células cuando forman 
biopelículas (Ivanova et al., 2004, 2006). 
 También se detectaron en menor proporción bacterias pertenecientes a la clase Gamma-
Proteobacteria principalmente los órdenes Pseudomonadales y Thiotrichales con los géneros 
Pseudomonas, Thiotrix y Leucotrix. El género Pseudomonas esta ampliamente distribuido en la 
naturaleza (Costerton, 1980; Hardalo y Edberg, 1997), aislado de numerosos ambientes incluido el 
medio marino (Wang et al., 2008), se considera modelo para el estudio de biopelículas actúando como 
pioneros en la formación de microcolonias, siendo éste junto con la virulencia, procesos regulados por 
QS (Davies et al.1998). 
Los géneros Thiotrix y Leucotrix son representantes del grupo de las bacterias aerobias 
oxidadoras del azufre (SOB), bacterias quimiolitotrofas que crecen en ausencia de luz y emplean 
compuestos inorgánicos como fuente de energía (azufre elemental, tiosulfatos,sulfuro de hidrógeno, 
etc ) (Okabe, et al., 2004). 
La abundancia (baja en el día 3 y algo mayor en el día 6) de estos géneros en los estadios 
tempranos de formación de  la biopelícula puede ser debido a que la producción del azufre elemental 
(S0), fuente de energía de las SOB depende principalmente del sulfuro que producen la bacterias 
sulfato reductoras (SRB) y de la disponibilidad de O2 y NO3 (Okabe er al., 2004). Teniendo en cuenta 
los resultados obtenidos durante  este período donde no se detectaron bacterias sulfato reductoras es 
de suponer que debe ser la falta de disponibilidad de aceptores de electrones la causa de la baja 
abundancia del grupo de bacterias oxidadoras del azufre en los estadios tempranos de colonización. 
En cuánto a la ausencia de SRB (Bacterias anaerobias, y grupo típico relacionado con la Corrosión 
influenciada microbiológicamente, MIC) indica que no se produjeron condiciones de anoxia en las 
biopeliculas de los tubos y que no hubo procesos de MIC, lo cual se pudo visualizar en los tubos del 
intercambiador. Esto probablemente esté relacionado con el material del sustrato, que como se 
mencionó anteriormente posee una alta resistencia a la corrosión. 
Por tanto, ante los resultados obtenidos, se puede establecer que los principales 
colonizadores responsables de la formación de biopelícula en las etapas iniciales han sido miembros 
del grupo Roseobacter pertenecientes a Alfa-Proteobacteria como primeros colonizadores y algo 
posterior, miembros pertenecientes al grupo CF previsiblemete favorecidos por las nuevas condiciones 
nutricionales establecidas por los colonizadores pioneros. 
 
PERÍODO PRE-INTERMEDIO 
Una vez establecidos los primeros colonizadores, tiene lugar una serie de fases que culmina 
con la maduración de la biopelícula. Generalmente, la evolución de una biopelícula se estudia en 
función del desarrollo estructural, analizando la fijación de los microorganismos, formación de 
microcolonias y finalmente la creación de distintas estructuras tridimensionales (Costerton, 1995).  
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En términos de divisiones, la división Proteobacteria y Bacteroidetes fueron las más 
abundantes y en proporciones comparables.  
Analizando la clase Alfa-Proteobacteria y Bacteroidetes, que correspondían al período inicial 
y pre-intremedio se observó que la mayoría de las OTUs de ambas divisiones se repetían en las 
muestras analizadas hasta el período pre-intermedio lo que sugiere que estas bacterias constituyen 
progresivamente la base de la biopelícula.  
Dentro de las Alfa-proteobacterias Se observó disminución del grupo de Roseobacter 
mientras que se detectó dos nuevo órdenes, Rhizobiales con géneros como Mesorhizobium y orden 
Sphingomonadales con el género Erythrobacter El género Mesorhizobium está presente en ambientes 
marinos comprendiendo bacterias tanto simbióticas como no simbióticas. Estos organismos son bien 
conocidos por su capacidad de comunicación célula a célula o quórum sensing, mediante la secreción 
y captación de pequeñas moléculas señal (Gonzalez y Marketon, 2003) aunque, sin embargo, esta 
capacidad se ha observado en especies simbióticas de plantas pero no en especies marinas. El 
género Erythrobacter es una bacteria aerobia estricta. Los hábitats preferidos de estas bacterias son 
aguas costeras ricas en nutrientes. Debido a su metabolismo parecen ser un componente importante 
del ciclo del carbono tanto orgánico como inorgánico en el océano. La especie E. litoralis (detectada 
en el este período con 98% de similitud en el Genbank) es resistentes al telurio un compuesto tóxico 
para bacterias y otros organismos, incluido humanos. Pueden ser encontrados en altas 
concentraciones en zonas, tanto en tierra como en agua, donde se acumulan residuos de procesos 
industriales con metales pesados. La empresa Acenirox S.A, adyacente a la central térmica los 
Barrios, dedicada a la fabricación de acero inoxidable usa el teluro para mejorar la ductibilidad del 
acero. Por lo tanto, este puede ser el origen de esta bacteria, es importante ya que es un candidato 
potencial para la eliminación de estos residuos tóxicos y peligroso (Yurkov et al., 1996). 
También se dectectaron bacterias de la clase Delta-Proteobacteria en baja proporción, 
concretamente bacterias del género Syntrophus, éstas son bacterias que se caracterizan por tener un 
papel relevante en el reciclaje de materia orgánica a metano y dióxido de carbono, en condiciones 
anaeróbias. De hecho se ha reportado que digieren petróleo produciendo metano (Grawosky et al., 
2005). Para que esto ocurra se deben producir interacciones entre especies microbianas que 
combinando sus capacidades metabólicas permitan catabolizar una sustancia, se denomina sintrofia, 
esto confirma la existencia de consorcios microbianos en las muestras de biopelícula analizadas. Las 
secuencias pertenecientes a este género se detectaron en el período pre-intermedio de colonización 
coincidiendo con el proceso de maduración de las biopelículas y su mayor complejidad. 
En cuanto a las Gamma-Proteobacterias, en este período, se detectaron los mismos ordenes 
(Pseudomonadales y Thiotrichales), sin embargo, en el día 15 se observó, una mayor proporción de 
Gamma-proteobacterias, siendo todos ellos pertenecientes al género Thiotrix. Este género ha sido 
descrito como componente común de biopelículas en variedad de sistemas naturales (Brigmon et al., 
1995) y en plantas de tratamiento de depuración de aguas (Williams and Unz,  1989). En condiciones 
de agua en circulación, concentraciones de sulfuro de al menos 0,1 ppm, menos del 10% de 
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saturación de oxígeno y pH neutro, se ha descrito que Thiotrix se adhiere a superficies sólidas 
formando biopeliculas que causan fouling (Brigmon et al., 1995) y, en general, en variedad de 
ambientes acuáticos donde se produce una entrada relativamente alta de materia orgánica y bajas 
concentraciones de oxígeno disuelto. 
 Un característica de estas bacterias es que acumula en su interior azufre produciendo unos 
filamentos enfundados que permiten adherirse a los sustratos.  
En este período se detectaron nuevas divisiones: Actinobacteria y Chloroflexi. 
La división Chloroflexi es un grupo de bacterias que pueden actúar como fotoherótrofos o 
seguir un metabolismo heterotrófico. Las bacterias de este grupo son aerobias facultativas o 
anaerobias y pueden utilizar compuestos reducidos de azufre como donadores de electrones pero 
debido a la ausencia de luz en los tubos estudiados deberían de tener un metabolismo heterótrofo 
consumiendo sustancias orgánicas para su crecimiento. 
Las bacterias pertenecientes a la división Actinobacteria son aerobias y son comunes en muy 
diversos ambientes. Dentro de las actinobacterias se hallaron secuencias del orden Mycobacteriales. 
Las mycobacterias son bacterias asiduas en la formación de biopeliculas, se han estudiado 
intensivamente a nivel clínico aquellas de interés por su relación con enfermedades aunque también 
hay referencias que las relacionan con procesos de biocorrosión (Vincke et al., 2001).   
Tanto las Actinobacterias como Chloroflexi son bacterias capaces de formar filamentos al 
igual que el género Thiotrix. Recientemente, se ha descubierto que poseen fibras amiloides y que son 
un componente muy abundante en la fracción proteínica de los EPS (Larsen eta., 2007). 
Generalmente, su función está relacionada con un aumento en la adhesión a superficies y formación 
de biopelículas.  
Los resultados obtenidos sugieren que tras el asentamiento inicial pudo existir una segunda 
colonización de microorganismos que se beneficiaron de un ambiente apropiado basándose en las 
condiciones creadas por las bacterias ya establecidas. Según Martiny et al., (2003) en esta comunidad 
secundaria los mejores competidores (por espacio y/o nutrientes) pueden excluir a los más débiles, 
como pudo ser el caso del aumento observado en la proporción del género Thiotrix frente a la 
disminución de los miembros del grupo Roseobacter. 
 
PERÍODO INTERMEDIO 
De nuevo, las poblaciones dominantes fueron la división Proteobacteria y Bacteroidetes. La 
clase Gamma-Proteobacteria con el género Thiotrix y otros pertenecientes a bacterias oxidadoras del 
azufre (SOB) se establecieron como la población mayoritaria desplazando a los Rhodobacterales 
(Alfa-Proteobacteria) cuya población descendió significativamente al igual que los Rhizobiales. Por el 
contrario, aumentaron las bacterias Chloroflexi y Actinobacteria y aparecieron otras no detectadas 
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anteriormente como Beta-proteobacterias con el género Methylophilus, los cuales utilizan el metanol 
como fuente de energía además de otros compuesto de un único átomo de carbono, han sido halladas 
en lodos activos, fangos y lagunas y algunas especies pueden formar biopelículas. Respecto a Delta-
Proteobacteria se detectó el orden Myxococcales que son bacterias aerobias estrictas, que tienen la 
característica de formar estructuras denominadas cuerpos fructíferos que están formados por 
numerosas células los cuales desarrollan comportamientos que recurren a la muerte de unas de unas 
células por la supervivencia de otras cuando hay falta de nutrientes.  
También se detectaron divisiones nuevas como Verrucomicrobia y división candidata OP11. 
La división Verrucomicrobia ha sido descrita recientemente (Hedlund et al., 1997), las 
especies identificadas han sido aisladas del agua dulce, del suelo y medio marino. Ciertas evidencias 
sugieren que muchas son abundantes e importantes para el medio ambiente. En cuanto a su 
presencia en biopelículas, se han detectado asociadas a sistemas de distribución de agua potable 
(Martiny et al., 2005), sobre monumentos de piedra reproducido en laboratorio (Miller et al., 2008) y 
sobre superficies artificiales en el Antártico (Webster y Negri, 2006). 
La división OP11 representa un grupo candidato de microorganismos recientemente 
propuesto (Hugenholtz et al., 1997, 1998) para el cual no existen líneas cultivadas. Se han detectado 
secuencias en hábitats diversos como sedimentos de agua dulce, subsuelo y fuentes termales, 
sugiriendo que estos organismos podrían desempeñar un papel ecológico relevante (Hugenholtz et al., 
1998). 
Resumiendo los resultados obtenidos en este período cabe destacar, la disminución de las 
Alfa-proteobacterias frente al aumento de Gamma-Proteobacteria del grupo SOB, así como, mayor 
variedad de taxones presentes en las muestras de biopelícula. 
PERÍODO FINAL 
En términos de colonización, el reclutamiento de especies nuevas y/o pérdida de otras son 
indicativos de una biopelícula madura (Dang y Lovell, 2000). Según el modelo de sucesión propuesto 
por Martiny et al. (2003), cuando la biopelícula madura, se crean nuevos nichos que completan los 
flujos de nutrientes y ciclos internos de energía entre las diferentes especies asentadas. En esta etapa 
tardía, la riqueza de especies aumenta de nuevo, estableciendose una relación entre madurez y 
diversidad.  
En las muestras de biopelícula se halló una comunidad con alta diversidad lo que refleja una 
compleja estructura espacial con mumerosos grupos funcionales de bacterias (Jackon et al., 2001). De 
nuevo, las Proteobacterias fue la división más abundante seguida de Bacteroidetes. Ha diferencia de 
los períodos anteriores en esta última etapa de maduración, las proteobacterias alcanzaron una 
proporción de aproximadamente el 80%. El grupo dominante fueron las bacterias oxidadoras del 
azufre pertenecientes a Gamma-Proteobateria formado por miembros de los géneros, Thiotrix, 
Leucotrix.y un grupo simbionte de bacterias oxidadoras. La abundancia de las SOB fue en aumento a 
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medida que se producía la maduración de la biopelícula. Se ha reportado que estas bacterias 
constituyen la columna estabilizadora de la estructura tridimensional de la biopelícula microbiana 
(Bossier Verstracte wt al., 1996). 
 También fueron muy abundantes bacterias metilotróficas pertenecientes a la clase Beta-
Proteobacteria, capaces de degradar compuestos como metano, metanol, aminas metiladas, glicinas 
metilada, halometanos y especies de azufre metilados (Anthony, 1982; Kelly y Murrell, 1999; Lidstrom, 
2001; McDonald et al., 2002; Wackett, 2003) 
Se detectaron órdenes nuevos como Campylobacter (Epsilon-Proteobacteria) aerobios 
facultativos que reducen azufre y Chromatiales (Gamma-Proteobacteria) que son anaerobios o 
microaerófilos (es decir, que requieren niveles de oxígeno menores a los que hay en la atmósfera) y 
se encuentran principalmente en manantiales sulfurosos (brotes de azufre) o en agua estancada. Esto 
sugería que se estaban produciendo condiciones de anoxia en la biopelícula y que, como ya quedaba 
constatado, el ciclo del azufre jugaba un papel muy importante dentro de los ciclos bioquímicos de las 
comunidades asentadas. También se detectaron, representantes de los géneros Bdellovibrio y 
Myxococcus (Delta-Proteobacteria), ejemplos típicos de predación y parasitismo bacteriano, descritos 
en la bibliografía (Tudor et al., 1990) confirmando la compleja red de interacciones existente en la 
biopelícula tras un período de 60 días de colonización. 
Además, se hallaron divisiones nuevas como Planctomycetes y Acidobacteria, ambas 
divisiones pertenecen a grupos bacterianos escasamente conocidos en los que la gran mayoría de sus 
representantes se han puesto de manifiesto a través de la utilización de técnicas moleculares basadas 
en secuencias del gen ARNr 16S y con pocos representantes cultivables, demostrando la existencia 
de un gran número de microorganismos hasta ahora desconocidos (Ludwig et al., 1997; DeLong 2001; 
Curtis et al., 2002; Venter et al., 2004). 
La división Planctomycetes esta constituida por bacterias acuáticas encontradas en agua 
dulce, salobre y marina. Algunos géneros son planctomicetos anammox que es la conversión 
microbiológica del amonio en nitritos y ambos en N2 en condiciones anaerobias. Tienen la 
característica de degradar aguas residuales y lodos hasta dejarlos limpios de formas nitrogenadas. Su 
origen en el interior de los tubos del intercambiador podría tener relación con la contaminación por 
nitratos que existe en la zona circundante donde tiene lugar la captación de agua de mar. 
La división Acidobacteria merece atención especial debido a su abundancia y presencia en 
diversos ambientes (Kuske et al., 1997; Dunbar et al., 1999; Macrae et al., 2000) como pueden ser 
aguas fluviales y lacustres (Barns et al., 1999), fuentes termales (Barns et al., 1999), residuos mineros 
ácidos (Brofft et al., 2002) y fangos activados (Layton et al., 2000; Juretschko et al., 2002) y en 
sedimentos marinos (Polymenakou et al., 2009). Aunque existe muy poca información sobre la 
fisiología de los microorganismos pertenecientes a esta amplia división, la detección de 
representantes de esta división en tapetes microbianos asociados con bacterias Epsilon o Gamma-
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proteobacterias, sugieren probablemente un tipo de metabolismo heterótrofo o quimioorganotrofo 
(Meisinger et al., 2007). 
La estimación indirecta del crecimiento del biofouling representado en la figura 4.52 del 
capítulo Resultados mostraba que se había alcanzado la madurez de la biopelícula en este período 
que se ha denominado período final. Por tanto, las secuencias analizadas reflejan la composición 
bacteriana de una biopelícula madura. Esta comunidad bacteriana se caracteriza por la existencia de 
dos grupos principales: los oxidadores del azufre, siendo el género Thiothrix el más representativo y 
las bacterias metilotróficas. También cabe destacar la presencia de un mayor número de divisiones 
diferentes detectadas respecto al resto de períodos analizados lo que refleja la complejidad de una 
biopelícula formada 60 días de circulación de agua marina en un intercambiador de calor. 
PROCESO DE SUCESIÓN PRIMARIA 
A modo de resumen y de forma general se puede concluir que:  
En una primera etapa las bacterias del orden Rhodobacteral y concretamente el grupo Roseobacter, 
constituyeron los colonizadores pioneros en la biopelícula formada en los tubos, estos resultados 
concuerdan con los obtenidos por Dang y Lovell, (2000) y Dang et al., (2008), analizando el proceso 
de sucesión de bacterias marinas sobre superficies artificiales. Estos primeros colonizadores fueron 
los responsables de que comenzara la formación del biofouling (Zhang, et al., 2006), probablemente 
relacionado con la capacidad QS de muchos de los géneros de este grupo. También son responsables 
del acondicionamiento de la superficie mediante la producción de EPS u otros metabolitos haciendo 
que esta superficie sea adecuada o no para sucesivos colonizadores (Hall-Stoodley et al., 2004; Bruhn 
et al., 2005), lo que manifiesta el papel tan importante que estos primeros colonizadores juegan en el 
proceso de sucesión. Tras la fase de acondicionamiento se produjo una colonización secundaria 
(Characklis et al., 1990) constituida por bacterias oxidadoras del azufre y del grupo CF, probablemente 
beneficiándose de las nuevas condiciones imperantes en la biopelícula (EPS y otros biopolímeros). 
Las interacciones entre estos colonizadores dieron como resultado la aparición de nuevos grupos 
bacterianos como Actinobacteria y Chlroflexi. Finalmente, mediante interacciones sinérgicas y/o 
competitivas, así como, el reclutamiento de nuevas especies (Plactomycetes y Acidobaccterias) y la 
pérdida de colonizadores anteriores (grupo Roseobacter) se estableció la comunidad de la biopelícula 
madura, siendo bacterias oxidadoras de azufre y bacterias metilotróficas, los componentes más 
abundantes. 
Cabe señalar la presencia de bacterias filamentosas como son Thiotrix (Gamma-
proteobacteria), Saprospira (Bacteroidetes) y Haliscomenobacter (Bacteroidetes) y miembros de 
Actinobacterias y Chloroflexi en las muestras analizadas. Lo que cabe destacar el papel de estas 
bacterias en la formación de biofouling que se relaciona con la producción de proteínas amiloides 
(Larsen et al., 2008). Estas proteínas amiloides son un componenente abundante de la fracción de 
EPS de la biopelícula y su función de es aumentar la adhesión a la superficie y formación de 
biopelículas (Larsen et al., 2008).  
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5.1.3. Efecto de biocidas sobre las comunidades bacterianas. 
Una vez estudiada la composición de la biopelícula pasamos a analizar los efectos de 
biocidas sobre la biopelícula madura. 
El biocida más empleado en sistemas industriales es el cloro lo que ha dado lugar a 
numerosos estudios sobre diversidad y composición de biopelículas en diferentes ambientes, sobre 
todo en sistemas de distribución de agua potable (Camper et al., 2003, Lechevallier et al., 1990), sin 
embargo, en intercambiadores de calor no constan, probablemente debido a razones prácticas de 
estudio.  
Utilizando un intercambiador de calor diseñado a escala piloto, se ha estudiado la acción del 
éste y otros biocidas sobre la composición microbiana de biopelículas. Se conoce que en una 
biopelícula atacada por biocidas, la respuesta de las poblaciones de microrganismos presentes difiere 
en función de su composición (Russell y Chopra, 1996). 
HIPOCLORITO SÓDICO 
Los resultados obtenidos mostraron una dominancia absoluta de las proteobacterias sobre el 
biofouling. Siendo más de la mitad de estas bacterias pertenecientes a la clase Alfa-Proteobacteria. 
Este resultado concuerda con los realizados en sistemas de distribución de agua clorada por Williams 
et al. (2003), el cual atribuye la mayor abundancia de Alfa-Proteobacteria en sistemas industriales a su 
adaptación a ambientes oligotróficos y con Alonso-Sáez et al., (2007) analizando la diversidad del Mar 
Mediterráneo. 
 Dentro de las Alfa-proteobacteria, destaca la presencia de bacterias de la familia 
Hyphomonadaceae (orden Rhodobacterales) el orden Rhizobiales y orden Sphingomonadales. La 
resistencia de los miembros de la familia Hyphomonadaceae, los más abundantes entre las Alfa-
proteobacterias detectadas, puede estar relacionado con su peculiar estructura y variado metabolismo. 
Estas bacterias se agrupan con el nombre de DPB, bacterias dimórficas con prosteca (con función 
reproductiva) sintetizan dos estructuras: fimbrias que son apéndices filamentosos rectos y rígidos, más 
cortos y finos que los flagelos cuya función esta relacionada con la adhesión de las células a 
superficies.y capsulas polisacáridas que es una cubierta rígida que además de aumentar la adhesión 
sirven como protección contra agentes antibacterianos (Quintero et al., 1998). Además, son de interés 
ambiental porque pueden mineralizar contaminantes halogenados, entre otros, el cloruro de metilo 
(Hartmans et al., 1986), lo cual puede sugerir que por una parte su estructura imprime mayor 
adherencia y protección y por otro lado podría tener estrategias metabólicas que le permitieran 
degradar el compuesto xenobiótico. La posibilidad de que las características apuntadas sean los 
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motivos por la que estas bacterias fueron resistentes y abundantes en agua clorada se apoya en el 
hecho que en la muestra control no fueron detectadas. 
 Otras alfa-protebacterias encontradas fueron el género Erythrobacter (orden 
Sphingomonadales) que como se mencionó anteriormente es capaz de biodegradar sustancias 
tóxicas; el género Parvularcula (orden Parvularculares) bacteria típica de lodos activos; así como, 
algunos géneros del orden Rhizobiales, que son bacterias con apéndices filamentosos con algunos 
géneros capaces de degradar compuestos aromáticos como el género Rhodpseudomonas, detectado 
en esta muestra. 
 El segundo grupo de bacterias más abundantes fueron bacterias oxidadoras de azufre 
(Gamma-proteobacteria), a diferencia de la muestra control donde también fueron abundantes, las 
secuencias detectadas en esta muestra no eran cercanas a los géneros descritos anteriormente 
(Thiothrix, Leucothrix o Beggiatoa) lo que fue demostrado mediante arboles filogenéticos construídos. 
También se detectó en baja prorción Delta-proteobacterias con un único género, Alcanivorax, son 
bacterias que degradan fuel y otros derivados, crecen rápidamente en zonas contaminadas por 
hidrocarburos, tanto en zonas costeras como en océano abierto. El origen de esta bacteria podría 
relacionarse con el intenso tráfico marítimo que tiene lugar en la Bahía de Algeciras donde se han 
producido diversos accidentes que han culminado con vertidos de petróleo y derivados al medio 
marino.  
Efectos de biocida fue también la ausencia de aquellos grupos menos abundantes, es el caso 
de Chloroflexi, Plactomycetes y Acidobacteria. 
No obstante, este biocida no sólo eliminó grupos bacterianos minoritarios sino que también 
afectó a los grupos dominantes como las bacterias metilotróficas (Beta-Proteobacteria). Otro grupo 
que resultó muy desfavorecido por la acción del cloro fue la división Bacteroidetes, tanto el orden 
Flavobacteriales como el orden Sphingobacteriales no fueron detectados en ninguna secuencia 
analizada en presencia de hipoclorito sódico. 
Por tanto, la composicón bacteriana de la biopelícula tratadas con hipoclorito sódico durante 
60 días favoreció el desarrollo de bacterias de la familia Hyphomonadaceae. Además, fueron 
resistentes al tratamiento antifouling: bacterias oxidadoras de azufre, bacterias del orden 
pseudomonadales y bacterias del orden Rhizobiales. Por el contrario, la presencia del compuesto 
xenobiótico inhibió el desarrollo de bacterias metilotróficas, de la división Bacteroidetes, asi como, 
Chloroflexi, Plactomycetes y Acidobacteria.  
RADIACION ULTRAVIOLETA 
En biopelículas el efecto de la radiación con luz ultravioleta ha sido ampliamente estudiado en 
sistemas de distribución de agua potable. Pozos et al. (2004) estudió dos sistemas en paralelo con y 
sin irradiación y se observó que el tratamiento con UV en general no tenía un impacto consistente en 
la comunidad microbiana. 
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Los resultados obtenidos en nuestro sistema de estudio corroboraron los resultados 
obtenidos por otros autores. La diversidad de divisiones detectadas en la biopelícula irradiada con UV 
fue similar a la muestra control, 5 divisiones frente a 6 halladas en la muestra sin tratar. Con respecto 
a la composición, las diferencias más significativas se hallaron en la división Proteobacteria donde se 
detectó un aumento de las Gamma-proteobacterias con el género Thiothrix principalmentey de 
representantes del género Alcanivorax y un descenso de las bacterias Beta-Proteobacteria 
metilotróficas. Con respecto a las Alfa-Proteobacterias, en concreto bacterias pertenecientes al grupo 
Roseobacter, la radiación UV no fue efectiva detectándose porcentajes similares en la muestra control.   
Por otro lado, en el grupo de los Bacteroidetes, todos los miembros hallados en la muestra 
irradiada con UV pertenecían al orden Sphingobacterias, notándose la ausencia del orden 
Flavobacteriales.  
Como en el caso anterior, grupos menos abundantes, como Plactomycetes y Acidobacteria 
no fueron detectados, no obstante se identificó una división no detectada en el control (ni en ninguna 
otra) Se trata de la división Actinobacteria, únicas bacterias gram-positivas detectadas en todo el 
estudio, las hipótesis que explican la resistencia de Actinobacterias frentea luz UV ya se han descrito 
anteriormente, las cuales podrían ser: mecanismo de reparación de ADN muy eficientes, estructura de 
la pared celular de bacterias Gram-positivas, pigmentación o mayor contenido en G+C (Warnecke et 
a., 2005)  
Por tanto, ante los resultados obtenidos muestran que la radiación U:V., impulsó el 
crecimiento de bacterias oxidadoras de azufre, Actinobacterias e inhibió aquellas divisiones menos 
abundantes. 
MEXEL 432® 
Los estudios realizados con este biocida se centran básicamente en la eficiencia de este 
agente dispersante a nivel toxicológico como la eliminación de invertebrados en sistemas de 
refrigeración, resultando muy efectivo contra el molusco bivalvo Dreissena polymorpha, conocido 
como mejillón cebra (Giamberini et al., 1995; Khalanski, 1993) también se han estudiado efectos 
letales en el desarrollo embrionario de larva de la carpa común (Arehmouch et al., 1999) y en cultivos 
de células de bivalvos (Domart-Coulon et al., 2000). Sin embargo, los efectos del Mexel 432 sobre la 
composición bacteriana de una biopelícula no se habían estudiado hasta el momento.  
En relación con la muestra control, se observó, de nuevo, mayor abundancia de bacterias de 
la clase Gamma-Proteobacteria. Sin embargo, en este caso, este conjunto de bacterias se diversificó, 
detectando dos grupos principales, uno mayoritario perteneciente al género Marinobacter (orden 
Alteromonadales) y el grupo de SOB.   
Él género Marinobacter fue el más abundante y, además, fue detectado sólo en esta ocasión. 
Estudios realizados sobre este género muestran que estas bacterias heterotróficas y halotolerantes 
poseen capacidad desnitrificante (Dunsmore et al., 2006) y, además, utilizan diferentes hidrocarburos 
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como fuente de carbón y energía (Gauthier et al., 1992). Esto puede sugerir que el Mexel 432 pudiera 
ser una fuente de nitrógeno y/o carbono necesaria para que esta población resultara favorecida. 
También se detectó un brusco descenso de las Beta-proteobacteria, bacterias muy frecuente 
junto con el grupo SOB en la muestra control. 
Por otro lado, con respecto a la clase Alfa-Proteobacteria, se detectó el género Maricaulis 
recientemente separado del género Caulobacter. Los géneros Caulobacter, Hyphomonas y Maricaulis 
tienen en común, entre otras características, que son bacterias DPB, bacterias dimórficas 
pedunculadas (Badger et al., 2006; Abraham el al., 2002) Tal como se apunto anteriormente su 
peculiar estructura podría ofrecer una protección frente al tratamiento con el biocida Mexel 432. 
En general en función de los resultados, se puede decir que el mexel 432® impulsó el 
desarrollo de bacterias del orden Alteromonadales, favoreció las bacterias oxidadoras de azufre e 
inhibió a aquellas divisiones menos abundantes. 
ÁCIDO PERACÉTICO 
Es un eficaz agente bactericida, esporicida, fungicida e incluso virucida. Atravesando la 
membrana citoplasmática de las células, oxida sus componentes y destruye su sistema enzimático.  
Estudios realizados han mostrado que este agente desinfectante tiene una efectividad similar 
al hipoclorito sódico obteniéndose buenos resultados para ambos biocidas en la eliminación de 
Pseudomonas en biopeliculas (Lagacé et al., 2006). Sobre comunidades bacterianas en biopelículas 
naturales no existen referencias que muestren la efectividad de este biocida en relación a la 
composición de microorganismos. 
En la biopelícula tratada con APA se observó una disminución significativa de la diversidad 
con respecto al control, detectamos únicamente organismos pertenecientes a dos grupos 
taxonómicos, por un lado representantes del grupo Roseobacter con una abundancia de 
aproximadamente 2/3 de los clones procesados y miembros de la división Bacteroidetes con un único 
representante del orden Flavobacteriales, en concreto del género Cytophaga. En relación al control, 
hallamos la ausencia de bacterias Gamma-Proteobacteria pertenecientes al grupo SOB y 
Bacteroidetes del orden Sphingobacteria y se detectó un aumento muy significativo de las secuencias 
relacionadas con el género Roseobacter. 
Ante los resultados obtenidos quedo demostrado la susceptibilidad de las bacterias 
oxidadoras del azufre al ácido peracético. Al mismo tiempo, que la bacterias del grupo Roseobacter 
debían tener mecanismos de supervivencia que le permitieran crecer en ese ambiente tan hostil.  
 
Por tanto, el principal resultado que se obtuvo fue la inhibición del grupo de bacterias 
oxidadoras de azufre frente al aumento de bacterias del grupo Roseobacter.  
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5.1.4 Parámetros analizados in situ en la planta piloto.  
 
 Analizando el crecimiento del biofouling mediante medidas indirectas (figura 4.88 del capítulo 
Resultados) se puede observar que la acción del biocida hizo disminuir el ensuciamiento de los tubos 
en todos los casos como se puede apreciar al comparar las gráficas obtenidas con respecto al control. 
Según el incremento del factor de resistencia obtenido para los distintos biocidas ensayados, se pudo 
observar que el hipoclorito sódico presentaba mayor eficiencia junto con el ácido peracético que 
presentaba un comportamiento muy similar según estudios anteriores (Casanuevas-Robles, 2009). 
Por el contrario, la radiación U.V fue la estrategia menos efectiva y en un plano intermedio el producto 
comercial Mexel 432®. Referente a la composición bacteriana, estos mismos resultados se obtuvieron 
en relación a la riqueza de taxones encontrados. 
Estos resultados podrían llevar a pensar en el ácido peracético como posible sustituto al hipoclorito 
sódico puesto que en términos de eficacia antifouling el producto ensayado, Degaclean® 150, 
presenta mejores cualidades que el cloro (como no producir derivados contaminantes para el medio 
ambiente). No obstante, el factor económico pudiera hacer no viable su uso (Casanuevas-Robles, 
2009).  
A raíz de la experiencia adquirida en este estudio, la combinación de estrategias antifouling selectivas 
sobre cada grupo bacteriano podrían constituir métodos alternativos que permitieran, por un lado, 
optimizar la dosificación de hipoclorito sódico disminuyendo el impacto ambiental y, por otro, reducir 
costes del uso continuádo del ácido peracético. 
Según los resultados obtenidos, la biopelícula madura esta constituida fundamentalmente por 
bacterias oxidadoras de azufre, metilotróficas y Bacteroidetes, una posible estrategia conjunta con 
hipoclorito sódico inhibiría el crecimiento de Bacteroidetes y de bacterias metilotróficas mientras que el 
ácido peracético inhibiría las bacterias oxidadoras de azufre. 
Por tanto, a modo de ejemplo, una futura estrategia sería: 
En etapas iniciales, la estrategia antifouling consistiría en el empleo de un agente dispersante como 
Mexel 432® para reducir la deposición tanto de materia orgánica e inorgánica evitando, en lo posible, 
el acondicionamiento de la superficie y la adhesión primaria de los colonizadores pioneros como 
bacterias del grupo Roseobacter y otros como Pseudomonadales, paralelamente, y aprovechando la 
capacidad de estas bacterias para comunicarse entre sí, aplicar estrategias de quorum quenching que 
minimizaran la formación de la biopelícula inicial. De esta forma, se podría inhibir la primera fase de 
adhesión inicial y la segunda fase de anclaje. 
En fases intermedias el empleo del APA podría reducir la proliferación de bacterias de SOB y 
mediante dosificación puntual de hipoclorito sódico eliminar las bacterias de la división Bacteroidetes, 
controlando de esta forma el desarrollo de bacterias filamentosas que conforman la columna 
estabilizadora de la biopelícula. 
Finalmente en fases tardías, el uso del hipoclorito sódico evitaría el crecimiento de las bacterias 
metilotróficas y mantendría bajo control las bacterias oxidadoras de azufre.  
5.2 ANÁLISIS DE QUORUM SENSING 
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 En la actualidad el estudio del quórum sensing para el control de la formación de biopelículas 
en campos como el clínico y la biotecnología son el tema de investigación de muchos laboratorios en 
todo el mundo y el desarrollo de protocolos y técnicas están aún por descubrir. El uso de mutantes de 
la colección Keio ha permitido avanzar en otros aspectos de este fenómeno permitiendo dilucidar 
ciertas características que relacionan los genes implicados en el sistema QS-AI2 con el entorno de 
crecimiento de las células. 
Entre las bacterias detectadas mediante análisis de ADN se hallaron los siguientes géneros conocidos 
con capacidad Quorum Sensing: Agrobacterium, Mesorhizobium, Roseobacter, Ruegeria, 
Pseudomonas (Manefield y Whiteley, 2007), Marinobacter (Gram et al, 2002), Roseovarius, 
Sulfitobacter (Wagner-Döbler et al., 2005) y Myxococcus (Kaiser, 2004) Todos pertenecientes a la 
división Proteobacteria. Ensayos realizados con aislados marinos del género Cytophaga 
(Bacteroidetes) utilizando A. tumefacies (Gram et al., 2002) no detectaron presencia de AHLs, asi 
mismo, ensayos con el género Flavobacterium (Bacteroidetes) utilizando P.putida F117 y E.coli MT102 
también resultaron negativos (Wagner-Döbler et al., 2005), por lo que hasta la fecha y con los 
conocimientos que se tienen en la actualidad, parece ser que entre las divisiones detectadas en la 
biopelícula sólo las proteobacterias manifiestan capacidad QS. 
5.2.1 Aislamiento de especies pertenecientes al grupo Roseobacter 
 Los intentos por lograr identificar aislados pertenecientes al grupo Roseobacter de muestras 
naturales de la planta piloto, resultaron infructuosos. El método empleado (PCR con cebadores 
específicos) requiere de muestras de ADN de las bacterias que se desean amplificar, para lo cual se 
necesita, previamente, obtener cultivos de éstas. Reconocidas las dificultades que existen para aislar 
y cultivar bacterias de este grupo mediante métodos tradicionales (Mayali et al., 2008), es probable 
que éste haya sido el factor determinante que explique estos resultados. 
5.2.2 Bioensayos de luminiscencia. 
 Para realizar los bioensayos se utilizaron aislados de muestras de biopelícula de la planta 
piloto puestas a cultivadar en laboratorio. Entre todos los ensayos realizados se obtuvo un aislado que 
dió positivo en la muestra de inducción tratándose de la especie Vibrio fisheri, bacteria a partir de la 
cual se decubrió el primer sistema de QS convirtiéndose en el paradigma de los sistemas detectados 
posteriormente en bacterias Gram negativas, es una especie fácilmente cultivable en las condiciones 
adecuadas, lo que explicaría su detección en la prueba de inducción.  
Para explicar la falta de más aislados positivos hay que tener en cuenta que una condición 
indispensable para determinar la capacidad de las bacterias de producir AHLs es el aislamiento y la 
obtención de cultivos puros (Gram et al., 2002). Los resultados sobre la composición bacteriana de la 
biopelícula mostraron un alto porcentaje de secuencias de organismos incultivables y, tal como se 
mencionó en el apartado anterior, es difícil conseguir cultivar representantes del grupo Roseobacter 
que son la mayoría que presentan capacidad QS en nuestras muestras, por tanto, el alto porcentaje 
de organismos incultivables en las muestras de biopelícula ha sido probablemente la causa que 
explique los resultados obtenidos. 
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5.2.3 Análisis del efecto de especies mutantes de E.coli sobre la formación de 
biopelículas. 
 Por las razones expuestas, los resultados obtenidos en las primeras estrategias no fueron 
efectivos, de ahí, el uso de estrategias moleculares mediante el uso de mutantes. Se utilizó la bacteria 
E.coli de la que se dispone de especies mutantes de los genes implicados en el sistema QS-AI2 para 
su estudio, en un futuro la obtención de mutantes de Roseobacter facilitaría conocer el papel de los 
genes regulados por QS en la formación inicial del biofouling marino.  
Para conocer los efectos que tiene el QS sobre la formación de biopelículas se experimentaron 
diferentes condiciones ambientales que podrían tener lugar en los microhabitats que se generan en el 
interior de las biopelículas. Se ensayó condiciones de acidez, de nutrientes y de resistencia a 
antibacterianos, las conclusiones que se obtuvieron confirman la gran complejidad de las biopelículas.  
La cepa original y los mutantes analizados no presentaron grandes variaciones en su tasa de 
crecimiento lo que indicaba que la expresión de estos genes no afectaban a la formación de 
biopelículas en los sistemas ensayados ni tampoco en medio ácido, observándose que las 
condiciones de acidez no hacían disminuir la formación de colonias en gran medida ni a la cepa 
original ni a las bacterias mutantes. La tolerancia de esta especie en medio ácido ha sido reportado 
anteriormente (Leyer et al., 1995; Panagiotis et al., 2009) y se ha relacionado con estrategias de 
supervivencia de la bacteria como respuesta a situaciones de strees. 
El estudio con antibióticos también arrojó resultados poco esperados. La formación de biopelículas en 
ausencia del gen luxS, responsable de la síntesis de AI2, era mucho mayor en presencia ampicilina 
que en el control. Lo que significaría que en biopelículas donde se evite la expresión del gen luxS 
serán más difíciles de eliminar que la cepa parental. Comportamientos similares se obtuvieron con 
mutantes lsrR
-
 y con lsrF
-
. Concluyendo que algunos antibióticos son efectivos contra biopelículas pero 
otros no y que interfiriendo con los genes implicados en el QS podrían tener el efecto contrario al 
aumentar la resistencia de las bacterias en vez de eliminarlas. Por último, las condiciones nutricionales 
también fueron analizadas observándose que el QS interfería en la formación de biopelículas según 
los nutrientes presentes en el medio y que, de nuevo, el efecto dependía del agente antibactericida 
empleado. 
Como se mencionó anteriormente estos resultado reflejan la elevada complicación que implica 
dilucidar los mecanismos de formación de biopelículas. 
 
Resumen de los resultados más relevantes. 
 
A continuación se enumeran los resultados más relevantes obtenidos en el estudio del biofouling en 
intercambiadores de calor: 
 
1. El uso de herramientas moleculates basándose en el gen 16S de ADN ribósomico es un 
método adecuado para la identificación de los principales grupos filogenéticos responsables de la 
formación del biofouling en el sistema estudiado. 
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2. Las curvas de cobertura son un método eficaz para analizar el esfuerzo de muestreo y la 
diversidad observada en las muestras analizadas. Hemos obtenido una buena aproximaciónde la 
diversidad real del sistema en las divisiones detectada en las muestras. 
3. Los principales grupos detectados en el biofouling, tanto en el ensayo sobre la evolución en el 
tiempo y sobre el efecto del biocida, han sido Proteobacteria y Bacteroidetes.  
4. La composición de las comunidades formadoras de biofouling muestran un comportamiento 
dinámico en el período ensayado: 
a. Aumento en la diversidad de divisiones filogenéticas detectadas directamente 
proporcional al tiempo de ensayo. 
b. Dos principales grupos de Proteobacteria, géneros englobados dentro del Grupo 
Roseobacter y géneros agrupados dentro de Bacterias oxidantes del azufre (SOB). Los 
géneros del grupo Roseobacter fueron mayoritarios en los primeros estadios de 
colonización mientras que las bacterias SOB importantes en la fase de maduración La 
división Bacteroidetes estuvo presente en todas las muestras analizadas. Se destaca el 
papel de bacterias filamentosas en la formación del biofouling. 
c. Los resultados obtenidos reflejan la importancia del ciclo el azufre en la formación de 
biofouling en los tubos del intercambiador-condensador. 
5. El estudio de probetas puede resultar de gran interés para el análisis de la composición del 
biofouling en intercambiadores de calor debido a las posibilidades ilimitadas que ofrecen de 
obtención de muestras de biopelícula, así como, de facilidad en la manipulación y análisis de 
éstas.  
6. La composición de comunidades bacterianas del biofouling resulta perturbada en función del 
biocida empleado en el agua de refrigeración del intercambiador de calor-condensador: 
a. El hipoclorito sódico inhibe el crecimiento de la división Bacteroidetes. 
b. La radiación ultravioleta presenta un escaso potencial inhibidor sobre las muestras 
analizadas.  
c. El producto comercial Mexel 432®, presenta una efectividad media, permite el 
crecimiento de Proteobacterias y Bacteroidetes  
d. El ácido peracético muestran una alta eficiencia sobre diferentes poblaciones 
bacterianas. Solo se han detectado secuencias de ADN pertencientes a la clase Alfa-
Proteobacteria y Bacteroidetetes. El 70% de las secuencias analizadas pertenecían a 
géneros incluidos dentro del Grupo Roseobacter (Proteobacteria). 
7. El estudio del biofouling a nivel de composición de la biopelícula tratada con biocidas podría 
permtir el diseño de estrategias antifoulig combinadas que fueran especificas sobre cada 
grupo taxonómico y que permitiera optimizar la concentración de biocidas empleados. 
8. La bahía de Algeciras es una zona de alta actividad industrial, con un intenso tráfico marítimo 
y con una alta carga poblacional. Se han detectado numerosos géneros que pueden 
relacionarse con este entorno medioambiental contaminado donde se encuentra la planta 
piloto.  
D I S C U S I Ó N  
 
- 170 - 
9. El QS como control de la formación de biopelículas es una estrategia de gran potencial. Para 
diseñar metodologías quórum quenching el primer paso es la identificación de las especies 
implicadas en el proceso.  
10. El estudio de mutantes de QS ha demostrado la complejidad del proceso de formación de 
biopelículas. 
 
  
 
6. Conclusiones 
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Del análisis realizado en la discusión se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
 
 
 Los principales grupos detectados en el biofouling durante la colonización primaria y 
analizando el efecto del biocida sobre el mismo, han sido: Proteobacteria y Bacteroidetes.  
 
 La sucesión de las principales bacterias que han constituido la biopelícula durante un período 
de 60 días donde se alcanzó la fase de maduración fueron: en primer lugar Grupo 
Roseobacter como colonizadores pioneros, a continuación se establecen bacterias 
filamentosas con miembros de la división Bacteroidetes, Thiotrix y otras bacterias oxidadoras 
de azufre y finalmente, en la madurez de la biopelícula hallamos las oxidadoras de azufre y 
bacterias metilotróficas. 
 
 La composición de comunidades bacterianas del biofouling resulta perturbada en función del 
biocida empleado en el agua de refrigeración del intercambaidor de calor-condensador. 
 
a. El hipoclorito sódico inhibe el crecimiento de la división Bacteroidetes. 
b. La radiación ultravioleta presenta un escaso potencial inhibidor sobre las muestras 
analizadas.  
c. El producto comercial Mexel 432®, presenta una efectividad media, permite crecimiento 
de Proteobacterias y Bacteroidetes.  
d. El ácido peracético muestra una alta eficiencia sobre diferentes poblaciones bacterianas. 
Inhibe el asentamiento de bacterias oxidadoras de azufre, sin embargo, favorece el 
crecimiento del grupo Roseobacter. 
 
 QS es una estrategia alternativa de gran potencial. A partir de este estudio se propone a 
Roseobacter como modelo para el control del biofouling marino en intercambiadores de calor.  
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